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SOMMAIRE
ZPK est une nouvelle proteine serine/threonine kinase cytosolique contenant des motifs
stmcturaux analogues a ceux presents chez les membres de la famille des "mixed-lineage
kinases". La proteine kinase ZPK semble etre impliquee dans les processus de controle de
proliferation et de differenciation cellulaire. Dans Ie but de confirmer la relation possible entre
ZPK et la differenciation cellulaire, 1'expression de ce gene a ete analysee dans la lignee de
cellules Pl 9. Ces cellules, lorsque traitees avec une concentration de 10 M d'acide retinoique,
se diflferencient en cellules de type neuronal. Ainsi, Ie niveau d'expression a ete etudie avant et
apres 1'induction de la differenciation cellulaire. Une analyse par Northern blot a pu montrer
que les cellules Pl 9 non-differenciees contiennent un niveau tres faible d'ARNm de ZPK ; par
contre, lorsque ces cellules se differencient en cellules de type neuronal en presence d'acide
retinoique, ce niveau d'expression augmente de fa^on drastique. De plus, on a pu determiner
par une analyse de la stabilite de 1'ARNm de ZPK et par une experience de transcription
nucleaire que Paugmentation du niveau d'ARNm est reliee a une regulation transcriptionnelle et
non post-transcriptionnelle.
D'autre part, dans Foptique d'elargir les possibilites d'investiguer Ie role de la proteine
kinase ZPK, un anticorps anti-ZPK a ete produit chez Ie lapin. Pour ce faire, une proteine de
fusion bacterienne, contenant un portion du domaine carboxy-temiinal de ZPK, fat constmite et
mjectee a des lapins. Les premieres analyses visant a caracteriser 1'anticorps, eflfectuees par
immunobuvardage, ont pu montrer que cet anti-ZPK reconnait bel et bien la proteine kinase
ZPK. Get outil de travail va permettre la realisation de nouvelles experiences pour 1'etude de la
fonction de cette proteine kinase.
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L'etre humain est un organisme pluricellulaire complexe compose de cellules difFerenciees
agencees selon un schema bien precis. Au cours du developpement embryonnaire, les dififerents
types cellul^ires se determinent chacun a un endroit defini. En periode de croissance, les
cellules proliferent et conservent, dans la plupart des cas, leur specialisation. Et meme lorsque
que la croissance est terminee, la proliferation cellulaire continue. En effet, dans les tissus
adultes, de nouvelles cellules naissent constamment.
La proliferation et la differenciation sont deux processus cellulaires grandement etudies
en recherche. Lorsqu'on parle de differenciation, on pense aussi a determination cellulaire. En
fait, on dit cTune cellule qui a fait son choix de developpement qu'elle est determinee. Mais ici
il faut faire attention, car en biologie, determination n'egale pas necessairement differenciation
(voir figure 1).
cellule
souche proliferation determination differenciation
Figure 1 : Representation schematique des processus de proliferation, determination et
differenciation cellulaire. Rose : cellule non differenciee. Orange : cellule determinee, Vert:
cellule difFerenciee.
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Une cellule est determinee au moment ou elle a subi un changement autoreproductif d'une
caracteristique inteme qui la distingue, ainsi que ses descendantes, des autres cellules de
Pembryon et qui engage cette descendance dans une voie de developpement specialisee. Le
terme differenciation, quant a lui, est generalement reserve a la specialisation du phenotype
cellulaire qui est facilement decelable. Habituellement, une cellule devient determinee avant de
se difFerencier, bien que dans certains cas, les deux mecanismes se produisent simultanement
(Alberts etal, 1995).
Les processus de proliferation et d'acquisition progressive d'un phenotype specialise
demontrent un degre remarquable de coordination. Ceci implique une grande communication
intercellulaire et ne releve done pas entierement d'une programmation intracellulaire.
L'interaction des cellules avec les molecules adhesives de la matrice extracellulaire et des
cellules entre elles par les jonctions serrees ou par des signaux diffusibles joue done un role
essentiel dans Porganogenese. Parmi ces signaux diffusibles, les facteurs de croissance,
facteurs polypeptidiques, ont un role central pour reguler par un mecanisme autocrine ou
paracrine la croissance et la differenciation cellulaire (Evain-Brion, 1988).
L'engagement d'une cellule vers la dififerenciation est la consequence de genes qui sont
exprimes de fa^on selective et dont les produits vont permettre a cette cellule d'exprimer un
phenotype distinct. La differenciation constitue souvent 1'etape finale du developpement
cellulaire (Darnell et al., 1993). En general, les caracteristiques d'une cellule sont regies par la
combinaison de proteines regulatrices qu'elle contient. Celles-ci controlent son profil
d'expression genique. Plusieurs groupes de proteines sont impliques, de pres ou de loin, dans
cette regulation cT expression. Les proteines kinases en sont un bon exemple.
1.1 Les proteines kinases
Les proteines kinases forment une des plus grandes families de proteines et genes
homologues. Jusqu'a maintenant, on connaTt la sequence de plus de 400 membres differents.
On peut retrouver dans cette superfamille une grande diversite de structure, mode de regulation
et specificite de substrats. Mais ce qui demeure commun a tous ces membres, c'est la presence
d'un domaine kinase (ou domaine catalytique) qui consiste en 250-300 acides amines (Hanks et
Hunter, 1995) correspondant a environ 30 KDa (Hanks et al., 1988). On trouve, dans ce
domaine, 12 sous-domaines conseryes qui forment une structure catalytique centrale et
commune pour toutes les proteines kinases. On peut visualiser ce domaine kinase dans la
structure tridimensionnelle de plusieurs de ces proteines ( Hanks et Hunter, 1995) (voir figure
2).

















Figure 2 : Representation de la structure tridimensionnelle du domaine kinase. On peut
pbserver Parrangement des 12 sous-domaines I a XI de la proteine kinase A (http :/AVWW.
sdsc.edu/kinases/pkr/3D/Xray/2cpk/2cpkwalk.htmV).
C'est done ce domaine qui donne aux proteines kinases leur activite catalytique et qui
leur permet d'exercer leurs roles : liaison et orientation d'une molecule d'ATP (ou GTP)
donneur, liaison et orientation cTune proteine substrat et transfert d'un y-phosphate de la
molecule d'ATP vers Ie groupement hydroxyl accepteur d'un residu specifiique (Ser, Thr, ou
Tyr) de la proteine substrat. La plupart des proteines kinases sont classees dans deux groupes
principaux, soit les serine/threonine kinases ou les tyrosine kinases. Ce classement se fait selon
leur structure primaire et leur specificite pour Facide amine accepteur (Hanks et Hunter, 1995).
La specificite de phosphorylation pour un residu tyrosine ou serine/threonine peut etre predite
en regardant la sequence de deux motifs (Vib et VIII) dans lesquels des residus difFerents sont
conserves dans chaque classe . Recemment, la decouverte de plusieurs proteines kinases avec a
la fois une specificite pour les residus Tyr et Ser/Thr a ete rapportee (Dorow et al., 1993).
Mais ces proteines, qui possedent une double specificite, ne forment pas un groupe distinct.
Les proteines kinases se retrouvent souvent, soit a titre de recepteur ou de proteine
intracellulaire, dans les cascades de transduction de signaux impliquees dans Ie controle de la
division et la difFerenciation cellulaire (voir figure 3). On a qu'a penser aux nombreux
recepteurs tyrosine kinases qui lient des facteurs de croissance comme Ie EGF et Ie PDGF ou
encore, aux proteines kinases qui ferment les voies MAPKs (mitogen-activated protein
kinases) et qui representent une grande famille de proteines intracellulaires reconnues pour leur
implication dans ces processus cellulaires. Par exemple, il a ete demontre, dans les cellules
neuronales PC 12, que selon Ie contexte cellulaire, Factivation de la proteine kinase MAPKK1
est necessaire et suffisante pour mener a la differenciation ou a la proliferation cellulaire
(Cowley et al., 1994). Les cascades de transduction de signaux amenent, au niveau du noyau,
un controle sur la transcription des genes. Par consequent, la decision de progresser dans Ie
cycle cellulaire ou de s'arreter en Gi pour se diriger vers la differenciation va dependre du






















Figure 3 : Localisation cellulaire des quatre groupes de proteines impliquees dans les
cascades de transduction de signaux. Ces differents groupes sont les facteurs de croissance
(I), les recepteurs (II), les transducteurs (III) et les facteurs de transcription (IV) (Damell et al.,
1993).
Ainsi, un grand nombre de proteines tyrosine kinases servent de recepteurs pour une
variete de polypeptides circulants et les cascades de transduction de signaux, qui regulent les
reponses, utilisent souvent des reactions sequentielles de proteines kinases intracellulaires: une
kinase, activee par la liaison d'un facteur peptidique sur son recepteur specifique, va
phosphoryler et activer la prochaine kinase dans la voie et ainsi de suite jusqu'au noyau
(Johnson et Vaillancourt, 1994). Un meme recepteur peut, dependant ou il est exprime,
conduire a la proliferation ou la difFerenciation cellulaire. Par exemple, Ie recepteur du facteur
de croissance FGF signale la dififerenciation dans les cellules neuronales PC 12 alors qu'il
stimule la proliferation dans les fibroblastes. Ces observations demontrent 1'importance du
contexte cellulaire dans 1'etude des cascades de transduction de signaux (Marshall, 1995).
Une approche souvent utilisee pour etudier et demontrer 1'implication de proteines
kinases dans Ie processus de difFerenciation, est celle de la transfection et de 1'etablissement de
transfectants stables dans diverses lignees de cellules qui peuvent se differencier. Par exemple,
la transfection et la surexpression de la ^-proteine kinase C stimule la difFerenciation des
cellules U-937 (Ways et al., 1994); tandis que la s-proteine kinase C, lorsqu'elle est
surexprimee dans les cellules PC 12, favorise la croissance des neurites (differenciation) (Hundle
et at., 1995). La proteine kinase CLK, qui possede une double specificite, induit aussi la
differenciation neuronale dans les cellules PC 12 lorsqu'elle y est surexprimee. En fait, cette
proteine mime un certain nombre d'evenements qui sont NGF-dependant, comme la
differenciation morphologique et 1'elaboration de neurites, suggerant que 1'expression de CLK
et Ie traitement au NGF activent une voie de transduction similaire dans les cellules PC 12
CMyers et al., 1994).
1.2 Les domaines SH2 et SH3
La fa<?on dont les recepteurs tyrosine kinases selectionnent leurs cibles pour stimuler une
voie intracellulaire specifique a ete elucidee par Pidentification d'un module proteique conserve
soit Ie domaine d'homologie Src 2 (SH2). Celui-ci contient environ 100 acides amines et se
retrouve grandement dans les divers groupes de proteines cytoplasmiques impliquees dans la
transduction de signaux. Ce domaine joue un role majeur dans les interactions entre les
recepteurs tyrosine kinases et les proteines intracellulaires. Comment tout cela fonctionne ?
Lorsqu'un ligand extracellulaire se lie sur son recepteur respectif, il provoque sa dimerisation.
Ceci a pour effet de declencher une autophosphorylation sur un residu tyrosine specifique et de
creer un site de liaison pour Ie domaine 8112 des proteines de transduction de signaux
cytoplasmiques qui deviennent alors une cible pour 1'activation. Le domaine SH2 reconnait
directement la tyrosine phosphorylee (Pawson et Gish, 1992).
Cependant, Ie haut degre d'affinite de liaison d'un domaine SH2 demande que la tyrosine
phosphorylee soit entouree par une sequence d'acide amine bien specifique. Par exemple, la
proteine phosphatidylinositol (PI) 3' kinase, la proteine Ras GTPase activatrice et la
phospholipase C-y contiennent toutes un domaine SH2 mais chacune va lier un site
autophosphoryle different sur Ie recepteur ? du PDGF (Pawson et Gish, 1992). Le recrutement
par Ie residu tyrosine phosphoryle d'un recepteur mene a I'activation de molecules signaux par
une variete de mecanismes : l)phosphorylation de tyrosines dans Ie cas de la phospholipase C-y
et des STATs (signal transducers and activators of transcription) 2) changement de
conformation induit par la liaison du domaine SH2 a la phosphotyrosine pour PI3 kinases et
SH-PTP2 tyrosine phosphatase 3) translocation a la membrane plasmique pour la stimulation de
Fechange du nucleotide guanine sur Ras par Ie facteur Sos (Marshall, 1995) (voir figure 4).
Les proteines qui contiennent un domaine SB2 vont souvent posseder une sequence
distinct d'environ 50 residus nommee domaine d'homologie Src 3 (SH3). Comme par
exemple : la phospholipase C-y, la sous-unite p85 de la PI3 kinase, GAP (GTPase-activating
protein) et Grb2 (qui est une proteine adapteur) sont toutes des proteines qui contiennent a la
fois un domaine SH2 et SH3. Le domaine SH3 est aussi implique dans la regulation des
interactions proteine-proteine qui surviennent durant la transduction de signaux. Ce domaine
reconnatt des motifs proline-riche et permet ainsi une liaison specifique entre deux proteines
possedant des fonctions regulatrices (Pawson et Gish, 1992). Voici un modele tres connu
cTinteractions entre proteines qui font appel a des domaines SH2 et SH3 : la proteine adapteur
Grb2 lie la tyrosine phosphorylee d'un recepteur de facteur de croissance, comme celui du EGF
ou du PDGF, par son domaine 8112. Sos, qui est Ie facteur d'echange de nucleotide guanine
de la proteine Ras, se lie a Grb2 via Ie domaine SH3 de Grb2. Le complexe proteique
Figure 4 : Recrutement de molecules de transduction de signaux en reponse a 1'activation
d5 un recepteur tyrosine kinase. Les proteines contenant un domaine SH2 sont recrutees par
une phosphotyrosine specifique du recepteur et servent de signal pour 1'activation sequentielle
de proteines intracellulaires. Les activations de PLCy, p91 (un facteur de transcription), GAP
(GTPase-activating protein), Grb2/Sos, PI-3K et Syp (une tyrosine phosphatase) sont illustrees
(Johnson et Vaillancourt, 1994).
8
Grb2/Sos est amene vers Ie recepteur a la surface de la membrane plasmique ou I'interaction de
Sos avec Ras-GDP catalyse la dissociation de GDP et Ras permettant Papproche de GTP pour
la formation d'un complexe Ras-GTP active (Johnson et Vaillancourt, 1994). Une fois active,
ce complexe pourra interagir avec d'autres proteines qui se retrouvent en aval d'une voie de













Figure 5 : Presentation d?un modele d'interaction entre proteines qui implique des
domaines SH2 et SH3, et qui est relie a V activation d?une voie de transduction (Malarkey
etal., 1995).
1.3 La famille MAPK
Les MAPKs (mitogen-activated protein kinases) sont des exemples de proteines kinases
intracellulaires impliquees dans les processus de controle de la prolifemtion et differenciation
d'une variete de types cellulaires. Cette grande famille de proteines comprend d'importants
mediateurs de transduction de signaux de la surface de la cellule jusqu'au noyau. Les voies
MAPKs constituent de bons modeles de mecanismes cellulaires capable de relier 1'activation
d'un recepteur, par une variete de stimuli, a diverses reponses physiologiques (Casanova et al.,
1996). De plus, ces voies sont initiees par des molecules signaux contenant un domaine SH2
(Johnson et Vaillancourt, 1994). Les MAPKs reconnaissent plusieurs substrats differents dans
une cellule, incluant les recepteurs de facteurs de croissance, les proteines associees aux
microtubules, la phospholipase A2 et des facteurs de transcription comme Jun et Fos. Ces
substrats definis pour les MAPKs sont connus pour etre impliques dans les reponses
mitogeniques et de differenciation de differents types cellulaires (Johnson et Vaillancourt,
1994).
Les membres de cette famille sont actives par une double phosphorylation sur une
threonine et une tyrosine qui est catalysee par une kinase possedant une double specificite. En
fait, les voies MAPKs ont dans leur cascade un noyau compose de trois kinases : une proteine
serine/threonine kinase (MAPKKK), qui phosphoryle et active une proteine kinase a double
specificite (MAPKK) qui a son tour phosphoryle et active une autre serine/threonine kinase
(MAPK) (Marshall, 1995). Les MAPKKs phosphorylent les residus threonines et tyrosines qui
sont adjacents a une proline; elles sont des proteines kinases proline-dirigees (Cano et
Mahadevan, 1995).
Jusqu'ici, on peut observer un arrangement de trois cascades dififerentes dans la famille
des MAPKs (voir figure 6). La premiere, la cascade ERK (extracellular signal-regulated
kinase), est activee par des facteurs de croissance, des mitogenes et des cytokines. Cette voie
implique un mecanisme Ras-dependant et c'est la plus etudiee jusqu'a maintenant (Casanova et
al., 1996). Dans cette cascade, deux proteines, Raf et MEKK, correspondent a MAPKKK
tandis que MEK represente MAPKK et ERK fait reference a MAPK (Marshall, 1995). On a
aussi la cascade p38/HOGK (high osmolarity glycerol response) qui est activee par des
radiations U.V., divers stress, la cytokine proinflammatoire IL-1 et Ie TNFa (Tumor necrosis
factor a). Pour cette cascade, les trois proteines kinases du noyau sont representee^
respectivement par MKK3/6, RKK et p38/RK (Tibbles et al., 1996). Et finalement, la ca^^4e
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JNK/SAPK(c-Jun NH2-termmal kinase/Stress-activated protein kinase) qui est aussi activee par
des stimuli semblables a ceux de la voie p38/HOGK mais qui constitue une voie differente
(Casanova et al., 1996). JNK/SAPK impUque aussi la proteine Ras dans sa voie, mais
egalement MEKK-1 comme MAPKKK, SEK-1 pour MAPKK et enfin JNK/SAPK comme
MAPK (Marshall, 1995). En plus de la proteine Ras, la voie JNK/SAPK peut aussi faire
intervenir Rac et Cdc42, deux petites GTPases, pour son activation. Les proteines Rac et
Cdc42 sont surtout activees en reponse aux cytokines (Coso et al., 1995).
acide okadaique I


























































Figure 6 : Presentation cTun arrangement parallele possible des trois cascades de
transduction de signaux. Ces voies impUquent les membres de la famille des MAPKs. Les
grosses fleches indiquent les reponses majeures aux stimuli alors que les petites fleches
montrent les reponses qui sont moins frequentes. La fleche brisee correspond a une stimulation
tres rare (Cano et Mahadevan, 1995).
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L'analyse de la sequence primaire des proteines JtSTKs, ERKs ainsi que des HOGKs
indique qu'elles ont toutes une certaine relation puisque les sites de phosphorylation pour leur
activation (Thr et Tyr) sont conserves. Par centre, ces sites sont localises dans des motifs de
double phosphorylation distincts : TPY(ThrProThr) pour les JNKs , TEY(ThrGluTyr) pour les
ERKs et finalement, TGY(ThrGlyTyr) pour les HOGKs (Cano et Mahadevan, 1995).
Bon nombre de facteurs peuvent influencer une cellule dans sa decision d'aller vers la
difiFerenciation ou vers la proliferation. Par exemple, on a montre que selon la duree
d'activation de la proteine kinase ERK, des cellules vont soit proliferer ou se differencier. Une
activation soutenue de ERK se traduit par une translocation au noyau alors qu'une activation
transitoire ne provoque pas de translocation nucleaire. Une activation transitoire va avoir des
consequences bien difiEerentes sur 1'expression de genes comparativement a Pactivation
soutenue puisqu'une accumulation nucleaire de proteines ERKs entrame la phosphorylation de
facteurs de transcription. De cette fa^on, la difference quantitative d'activation des ERKs se
transpose sur la difference qualitative dans I'activation de facteurs de transcription. De plus, la
reponse cellulaire depend aussi du type de cellules. Ainsi, dans Ie modele cellulaire PC 12,
Factivation soutenue des ERKs amene toujours la differenciation alors que la transitoire
provoque la proliferation. Par centre, il est clair que dans les fibroblastes, une activation
prolongee de ERK est associee a la proliferation et non la difFerenciation (Marshall, 1995).
Plusieurs etapes dans les cascades MAPKs sont conservees a travers les especes et
beaucoup d'homologues ont ete decouverts entre les cellules des mammiferes et les
levures (Cano et Mahadevan, 1995). La comprehension des cascades retrouvees chez les
cellules des mammiferes est cependant plus complexe que pour celles des levures puisque,
contrairement a ces dernieres, les voies MAPKs des cellules mammiferes peuvent etre activees
simultanement via des cascades paralleles distinctes et ce, en reponse au meme stimulus. Ainsi,
les rayons U.V. peuvent activer a la fois les voies JNK/SAPK et p38/HOGK. De plus, une
meme voie peut etre stimulee par des mecanismes d'activation diflferents. Comme par
exemple : les evenements de phophorylation dans MEK, induit par MEKK ou Raf-1 ne sont pas
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identiques. MEKK phosphoryle preferentiellement Ser alors que Raf-1 ne demontre aucune
preference ni pour Ser^ ni pour Ser . Cette difference entre Raf-1 et MEKK peut
representer des mecanismes d'activation de MEK et de sa voie de transduction qui sont
separes. Ceci illustre bien comment une meme proteine peut etre activee de fa^on dififerente
selon Ie signal re<?u a la surface de la cellule (Malarkey et al., 1995).
1.4 La famille MLK
Avec Ie developpement de nouvelles techniques de clonage, plus particulierement celle de
la polymerisation en cascade (PCR, polymerase chain reaction), on a pu, depuis quelques
annees, faire la decouverte de plusieurs nouvelles proteines kinases. Le PCR est une methode
qui fait appel a I'utilisation d'oligonucleotides, degenerescents ou non, comme amorces.
Celles-ci correspondent a des motifs de sequences d'acides amines qui sont hautement
conserves et qui se retrouvent dans Ie domaine catalytique des proteines kinases (Hanks et
<d,1988).
L'utilisation de la technique de PCR dans 1'etude des proteines kinases a conduit a
Pidentification cTune nouvelle famille de proteines kinases intracellulaires, les MLKs (mixed-
lineage kinases), qui sont des activateurs des voies MAPKs. Les membres de cette famille
possedent la particularite de contenir a 1'exterieur de leur domaine kinase un domaine leucine-
zipper analogue a ceux retrouves dans les facteurs de transcription. La presence de ce nouvel
element n'avait jamais ete identifie auparavant comme une composante des proteines kinases
(Dorowetal., 1993).
Les deux premiers membres de cette famille ont ete clones par Ie groupe de Dorow et al.
en 1993. On retrouve dans la sequence de ces deux proteines un domaine catalytique unique.
En effet, bien que cette sequence soit tres proche de celle retrouvee dans les proteines tyrosine
kinases, eUe contient egalement des motifs associes aux serine kinases. De ce fait est ne Ie nom
de cette nouvelle famille, soit MLK pour mixed lineage kinase, et de ces deux premiers
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membres : MLK1 et MLK2 (Dorow et al., 1993). En plus de leur domaine catalytique unique,
ces deux proteines kinases possedent un domaine d'homologie Src 3 (SH3) et une portion
basique situeejuste apres les deux domaines leucine-zipper (Borow et al., 1995).
1.5 Le domaine leucine-zipper
Pour revenir sur Ie domaine leucine-zipper des MLKs, il est interessant de noter que ce
genre de portion regulatrice est souvent retrouvee dans les facteurs de transcription comme/05,
jun et myc. La sequence d'un leucine-zipper contient un residu leucine ou isoleucine a toute les
septiemes positions pour une longueur minimale de 22 acides amines (voir figure 7). La
disposition de ces residus donne une conformation helicoidale amphipatique avec une chaine de
leucine formant une raie sur une seule face (Dorow et al., 1995). Comme on peut voir a la
figure 8, les domaines leucine-zipper permettent la formation de dimeres par une interaction
hydrophobe entre les chames de leucines. Les proteines kinases qui possedent ces domaines
peuvent soit former des homodimeres (deux proteines identiques) ou bien des heterodimeres
(deux proteines differentes).
Figure 7 : Representation schematique de la disposition des leucines en septieme position
dans un domaine leucine-zipper. Les boules rouges correspondent aux residus leucines
trouves a toutes les septiemes positions dans un domaine leucine-zipper.
14
Figure 8 : Representation schematique de la formation (Tune interaction entre deux
domaines leucine-zipper. Les petites boules noirs correspondent aux residus leucines que 1'on
retrouvent alignes sur une seule face de Fhelice et qui constituent Ie domaine leucine-zipper.
En 1994, deux nouveaux membres ce sont ajoutes a la famille MLK. D'abord
MLK3/SPRK/PTKI (Ezoe et al.,1994 ; Gallo et al.,1994 ; Ing et al.,1994) qui est tres pres de
MLKl(Dorow et al., 1995). Cette proteine contient sur Fensemble de sa sequence un domaine
SH3, un domaine catalytique, deux motifs leucine-zipper separes par une courte sequence, un
domaine de liaison a Rac/Cdc42, et enfin, une region proline-riche en carboxyl-terminal (Rana
et al., 1996). Puis finalement, ZPK/DLK/MUK clone par quatre groupes de recherche
independants.
1.6ZPK/DLK/MUK
D'abord, Reddy et Pleasure ont isole a partir de la lignee de cellules neuronales humaine
NT2, une nouvelle serine/threonine kinase contenant deux domaines leucine-zipper separes par
une sequence de 25 acides amines. Us ont baptise leur nouvelle decouverte ZPK pour Zipper
Protein Kinase (Reddy et Pleasure, 1994). Cette nouvelle kinase, bien que reliee moins
intimement aux autres membres, fait partie de la famille MLK. II faut aussi noter que ZPK ne
possede pas de domaine SH3.
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souris 1 MACLHETRTPSPSFGGFASTLSEASMRNVDPDTSDCTPEKDLTPT3CVLRDWPLGGQGG 60
un mm 1111111.11111 nu.:immi 11111111 r
humain 1 MACLHETRTPSPSFGGFVSTLSEASMRKLDPDTSDCTPEKDLTPTO. ............. 46
souris 61 GGPSPSPGGEPPPEPFANSVLQLHEQDTGGPGGATCSPESRASRVRADEVRLQCQSGSGF 120
11 n II Ti. 111111.11111 uuu n un MM 11 n
humain 47 .................. .VLQLHEQDAGGPGGAAGSPESRASRVRADEVRLQCQSGSGF 87
souris 121 LEGLFGCLRPVWTOIGKAYSTEHKQQQEDLWEVPEEEILDLQWVGSGAOGAVFLGRFHGE 180
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111
humain 88 LEGLPGCLRPVWTOIGKAYSTEHKQQQEDLWEVPFEEILDLQWVGSGAQGAVFLGRFHGE 147
I
souris 181 EVAVKKVRDLKETDIKHLRKLKHPNIITFKGVCIQAPCYCILMEFCAQGQLYEVLRAGRP 240
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111
humain 148 •EVAVKKVRDLKETDIKHLRKLKHPNIITFKGVC'IQAPCYCILMEFCAQGQLYEVLRAGRP 207
II III IV V
souris 241 VTPSLLVDWSMGIAGGMNYLHLHKIIHRDLKSPNMLITYDDWKISDFGTSKELSDKSTK 300
111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111
humain 206 VTPSLLVDWSMGIAGGMNYLHLHKIIHRDLKSPNMLITyDDWKISDFGTSKELSDKSTK 267
VIA VIB VII
souris 301 MSFAGTVAWMAPEVIRNEPVSEKVDIWSFGVVLWELLTCEIPYKDVDSSAIIWC3VGSNSL 360
Ill 111111111111111111II11111111 Mi 11111111111111111111111111
humain 268 MSFAGTVAWMAPEVIRNEPVSEKVDIWSFGWLWELLTGEIPYKDVDSSAIIWGVGSNSL 327
VIII IX X
souris 361- HLPVPSSCPDGFKILLRQCWNTKPRNRPSFRQILLHLDIASADVLSTPQETYFKSQAEWfi 420
111111111111111111111.1 HUlllil 1111111111 II ill 1111111-1 II IIT
humain 328 HLPVPSSCPDGFKILLRQCWNSKPRNRPSFRQILLHLDIASADVLSTPQETyFKSQAEWR 387
XI
SOuris 421 EBVKLHFEKIKSEGTCLHRLEEELVMRRREELRHALDIREHYERKLERANNLYMELNALM 480
TTH TTNTN 1111111111111111 111111111111111111111111 lllllllll
humain 388 EEVKLHFEKIKSEGTCLHRLEEELVMRRREELRHALDIRE3n''ERKLERANNLYMELNALM 447
souris 481 LOLELKERELLRRDEALERRCPGLLKSHPSRGLLHGD-mEKLIKKRNVPQKLSPHSKRPD 540
II 1111111 II n:nTiii111111.111111111:1111111111111.11111.111
humain 448 LQLELKERELLRREQALERRCPGLLKPHPSRGLUGNTMEKLIKKRNVPQNLSPHSQRPD 507
souris 541 ILKTESLLPKLDAALSGVSLPGCPKGPPSPGRSRRGKTRHRKASAKGSCGDLPGLRAALP 600
tn.inuuiunuu] ii iisi mil un mi 1 in mill i 1 it 11.1:1
humain 508 ILKAESLLPKLDAALSGVGLPGCPKAPPSPGRSRRGKTRHRKASAKGSCGDLPGLRTAVP 567
souriB 601 PHEPGGLGSPGGLGVGPSAWDACPPALRGLHHDLLLRKMSSSSPDLLSAALGARGRGATG 660
I 11 ill 1111111.11111:11 111111111.11111111 11111111!! 11.111 II 11
humain 568 PHEPGGPGSPGGLGGGPSAWEACPPALRGLHHDLLLRKMSSSSPDLLSAALGSRGRGATC 627
souris 661 GARDPGSPPPPQGDTPPSEGSAPGSTSPDSPGGAKGEPPPPVGPGEGVGLLGTGREGTAG 720
ii 1 nun:.inn ii 11:1 it iitiuiiu inn iiiniti 11 un in 1 .i
humain 628 GAGDPGSPPPARGDTPPSEGSPPGSTSPDSPGGAKGEPPPPVGPGEGVGLLGT5REGTSG 687
souris 721 RGGNRAGSQHLTPAALLYRAAVTRSQKRGISSEEEEGEVDSEVELPPSQRWPQGPNMRQS 780
tiMumjiitimmiiiui mmuu un 11 U..ITI 11 T. 11 tFi
humain 688 RGGSRAGSQHLTPAALLYRAAVTRSQKRGISSEEEEGEVDSEVELTSSQRWPQSLNMRQS 747
souris 781 LSTFSSENPSDVEGGTASEPSPSGTPEVGSTNTDERPDERSDDMCSQGSEIPLDLPTSEV 840
II i 1111 II 11.1 1111111 II I III I II III 1111111111111111111-11 1.111
humain 748 LSTFSSENPSDGEEXSTASEPSPSGTPEVGS'INTDERPDERSDDMCSQGSEIPLDPPPSEV 807
souris 841 VPEREASSLPMQHQ. .. .DGQGPNPEDSDCDSTELDNSNSIDALRPPASLPP 888
: I 1:1111. II : :11.11IIIIII III 1111:1111111 II 11
humain 808 IPGPEPSSLPIPHQELLRERGPPNSEDSDCDSTELDNSNSVDALRPPASLPP 859
Figure 9 : Comparaison des sequences d'acide amine de ZPK murin et humain. Les
residus identiques sont identifies par une ligne verticale. Les sous-domaines I-XI des proteines
kinases sont indiques. Les deux domaines leucine-zipper sont soulignes avec en gras, les acides
amines responsables des interactions (Blouin et al., 1996).
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Un deuxieme groupe, c'est-a-dire celui de Holzman, a identifie a partu- de la souris une
nouveUe proteine kinase qu'ils ont nommee DLK, pour Dual Leucine-zipper Kinase, et qui
possede les memes caracteristiques structurales que tous les membres de la famille MLK (Mata
et al., 1996). La comparaison de la sequence de DLK avec ceUe de ZPK demontre qu'il s'agit
de la meme proteine mais isolee a partir d'especes dififerentes soit la souris et 1'humam. Ces
deux proteines kinase forment done Ie quatrieme membre de la famille MLK.
Au moment de la sortie de ces deux articles, soit en 1994, Ie groupe du Pr. Blouin avait
isole et sequence une nouvelle proteine kinase chez la souris (Beaudoin et al., 1994). La
comparaison de cette sequence avec celles des differents membres de la superfamille des
proteines kinases a demontre un haut degre d'homologie avec un gene humain recemment
decrit soit ZPK. Ainsi, la souris et 1'homme partagent, pour cette proteine, une homologie de
99% au niveau du domaine catalytique et de 95% sur 1'ensemble de la sequence (voir figure 9).
Ce qui difGsre Ie plus entre ces deux especes, c'est leur region extracatalytique amino-temunale
ou on peut retrouver une region additionnelle de 33 acides amines dans la sequence murine
(Blouin et al., 1996). La figure 10 nous montre la structure primaire de ZPK murin ou 1'on











Figure 10 : Representation schematique de la structure primaire de ZPK murin. G
Glycine, P : Proline, S : Serine.
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Finalement, en 1996, Ie groupe de Hirai et al. a clone la version rat de la proteine kinase
ZPK/DLK et ils 1'ont nommee MUK pour MAPK-upstream kinase (Hirai et al., 1996). On
verra un peu plus loin pourquoi ils ont choisi ce nom.
1.7 Fonction de ZPK/DLK/MUK
Dans Ie premier travail public par Reddy et Pleasure, on a realise une analyse de type
Northern sur une variete de tissus humains adultes et embryonnaires afin d'identifier les tissus
exprimant Ie gene ZPK. Pour 1'adulte, Ie coeur. Ie cerveau, Ie placenta. Ie poumon. Ie foie. Ie
muscle squelettique. Ie rein et Ie pancreas ont ete etudies tandis que chez 1'embryon, seuls Ie
coeur. Ie cerveau. Ie poumon, Ie foie et Ie rein ont ete analyses. Les resultats obtenus ont
montre la presence cTun transcrit de 3.4 kb dans Ie cerveau tant chez 1'adulte que chez
1'embryon. Et chez Fadulte, ils ont aussi observe un transcnt plus petit, soit d'environ 3.0 kb,
dans Ie rein et Ie muscle squelettique et finalement, dans Ie poumon, on retrouve la presence des
deux transcrits mais a des niveaux tres faibles. De plus, ils ont note que Ie niveau d'ARNm de
ZPK etait plus eleve dans les cellules NT2 differenciees en neurones que dans les NT2 non-
differenciees, ce qui suggere un lien possible entre ZPK et la differenciation (Reddy et Pleasure,
1994).
Par la suite. Ie groupe de Holzman publia des analyses de type Northern sur des extraits
d'ARN totaux de plusieurs tissus de souris adultes demontrant 1'expression d'un transcrit
d'environ 3.6 kb surtout exprime dans Ie cerveau mais aussi faiblement dans les ovaires. En
utilisant la protection a la RNAse sur des extraits de tissus adultes et aussi embryonnaires, Us
ont repere une expression dans Ie cerveau, les reins, les poumons et Ie cceur et ce, pour tous les
stades de developpement examines (Holzman et al., 1994). Toujours dans ce meme article, ils
rapportent la production d'un anticorps polyclonal didge contre une proteine de fusion
recombinantte contenant 223 acides amines de la portion COOH-terminale de DLK. Us ont
montre que cet anticorps reconnaissait une proteine de poids moleculaire de 130 KDa dans les
cellules COS-7 transfectees de fa^on transitoire avec un vecteur d'expression contenant Ie
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cDNA complet de DLK. Us out egalement detecte une proteine a 130 KDa dans les cellules
COS-7 transfectees transitoirement avec un vecteur d'expression contenant la sequence DLK
etiquete avec une epitope pour laquelle un anticorps monoclonal existe commercialement. Et
finalement, en utilisant cette demiere construction, ils ont realise un essai kinase in vitro et ont
demontre que la proteine de 130 KDa qui immunoprecipitait avec 1'anticorps monoclonal
pouvait s'autophosphoryler sur les residus serine et threonine et done, qu'elle possede une
activite serme/threonine kinase in vitro (Holzman et al., 1994).
Dans une seconde publication sortie en juillet 1996, ce meme groupe a observe que la
proteine DLK pouvait etre soit cytosolique ou bien associee a la membrane plasmique. De
plus. Us suggerent que dans la fraction cytosolique, DLK pourrait exister sous deux formes
1'une phosphorylee et 1'autre non-phosphorylee. Par contre, lorsqu'elle serait associee a la
membrane, DLK n'existerait que sous la forme dephosphorylee. Us ont aussi montre dans cet
article que DLK pouvait former des homodimeres lorsque son ADNc etait transfecte et
surexprime dans des cellules COS-7 (Mata et al., 1996). Bien qu'ils n'en aient pas observe,
leurs etudes n'excluent pas la possibilite pour DLK de former des oligomeres.
Dans les deux premieres publications (Blouin et al., 1996 et Nadeau et al., 1997)
provenant de notre laboratoire, des experiences d'analyse de type Northern et cThybridation in
situ ont ete realisees autant chez la souris adulte que chez la souris embryonnaire. Au niveau
des tissus adultes, on a pu detecter un seul transcrit de 3.5 kb et ce, uniquement dans Ie cerveau
(Blouin et al., 1996). Par hybridation in situ, on a observe une tres forte expression dans Ie
cerveau, surtout localisee dans les cellules qui ont atteint un stade de difFerenciation terminale
comme dans Fhippocampe, Ie cortex cerebral et les cellules de Purkinje du cervelet. Aussi, on
a pu observer la presence de PARNm de ZPK dans les epitheliums de la peau et de 1'intestm au
niveau encore une fois de cellules diflferenciees ou en voie de difiEerenciation. Rien ne fut
^etecte dans les couches de cellules en proliferation (Blouin et al., 1996).
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Pour ce qui est du stade embryonnaire, on a pu voir par une analyse de type Northern que
Fexpression de 1'ARNm de ZPK debute seulement a partir du 11 jour de developpement.
L'hybridation in situ a quant a elle revele une forte expression au niveau du cerveau et dans une
variete d'organes necessitant des interactions epithelio-mesenchymateuses pour leur
developpement. De plus, dans ces tissus, Fexpression est localisee dans les regions composees
de type specifique de cellules difFerenciees. Aussi, 1'augmentation d'expression qu'on a pu
observer au cours du developpement embryonnaire semble reliee a 1'atteinte de la
differenciation terminale (Nadeau et al., 1997).
On peu avant, on a vu que Ie groupe de Hirai a clone la version rat de ZPK/DLK qu'ils
ont appele MUK. En fait, ce groupe a montre qu'il existait une homologie significative entre Ie
domaine kinase de MUK et celui des proteines reliees aux MAPKKKs. De plus, leurs etudes
suggerent que MUK est capable d'activer la voie JNK/SAPK de fa9on similaire a MEKK, par
Fentremise de proteines reliees aux MAPKKs comme SEK1/MKK4/JNKK ou autres
activateurs de la voie INK/SAPK non identifies. C'est pourquoi ils ont nomme leur proteine
MUK pour MAPK-Upstream Kinase, puisque les INKs font partie de la famille MAPK. Us ont
aussi effectue une analyse de type Northern sur des tissus de souris et Us ont observe un
transcrit de 3.8 kb specialement exprime dans Ie cerveau mais aussi dans les ovaires, les
testicules, 1'utems et egalement dans les lignees de cellules NIH3T3 et Pl 9 EC (embryonal
carcinoma) (Hirai et al., 1996).
Dans un troisieme article, Holzman a etabli une relation entre DLK et la grande famille
des MAPKs. En efifet, comme la sequence du domaine catalytique de DLK est similaire a celle
retrouvee chez les MAPKKKs, son laboratoire a investigue la possibilite d'un role dans les
cascades MAPKs. En effectuant des experiences de cotransfection et de surexpression de
differentes constructions dans les cellules COS-7 et NIH 3T3, ils ont observe que DLK pouvait
activer p46SAPK (JNK/SAPK) et p38mapk(Fan et al., 1996).
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Finalement, dans notre laboratoire, une autre etude a pu montrer un eflfet inhibiteur de la
proteine ZPK sur la proliferation cellulaire. Pour ce faire, 1'ADNc de celle-ci a ete transfecte et
exprime dans la lignee de cellules NIH 3T3. Suite a 1'expression cet ADNc, les NIH 3T3 ont
cesse de proliferer. On a egalement montre que si on effectue la deletion du domaine de
fixation a 1'ATP, ZPK devient alors incapable ou presque d'exercer son effet inhibiteur sur les
cellules Nffl 3T3 (Bergeron et al., 1997).
1.8 DESCRIPTION DU PROJET DE MAITRISE
Ce que Ron peut retenir de toutes les etudes qui ont ete realisees, c'est que Ie gene ZPK
est exprime dans des populations de cellules specifiques qui ont atteint un stade de
difFerenciation terminale ou qui sont en voie de differenciation. De plus, ce gene s'exprime plus
fortement au niveau du ceryeau et si on se rappelle 1'etude efEectuee par Reddy et Pleasure
(1994), ils avaient observe que Ie niveau d'ARNm de ZPK etait plus eleve dans les cellules NT2
differenciees en neurones que dans les NT2 non differenciees. Etant donne que ZPK semble
etre relie a la dififerenciation cellulaire et que son expression est predominant dans les cellules
nerveuses, nous avons developpe 1'idee de poursuivre nos recherches en utilisant un modele
cellulaire nerveux.
II existe aujourd'hui plusieurs lignees de cellules qui constituent de bons modeles d'etude.
Pour etre selectionne, la lignee de cellules devait repondre a quelques criteres. D'abord, on ne
voulait pas choisir une lignee qui avait deja ete utilisee dans les etudes publiees sur ZPK et
DLK pour apporter du nouveau. Aussi, les cellules devaient pouvoir se differencier en cellules
nerveuses pour les raisons mentionnees plus haut. A ce stade-ci, deux lignees de cellules
etaient a notre disposition soit les PC 12 (rat) et les Pl 9 (souris). Un autre critere etait la
facilite de culture et la vitesse de proliferation. Les cellules PC 12 demandent plus de
precaution pour leur culture surtout au niveau du passage des cellules car celles-ci ont tendance
a s'agreger et a adherer moins bien au petri. De plus, la vitesse de proliferation de ces cellules
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n'est pas tres elevee. Par contre, les Pl 9 out une vitesse de proliferation tres grande qui permet
d'obtenir rapidement Ie nombre de cellules requis pour efFectuer des experiences. Et les
cellules Pl 9 ne demandent pas de soins particuliers pour leur culture. Ainsi, pour continuer
d'etudier la relation possible entre ZPK et la differenciation cellulaire, nous avons choisi comme
modele cellulaire la lignee de cellules Pl 9.
La lignee de cellules Pl 9 derive d'un teratocarcinome embryonnaire de souris. Ces
cellules sont pluripotentes puisque, selon Ie traitement utilise, on peut induire leur
differenciation dans la voie des cellules nerveuses ou des cellules musculaires cardiaques ou
squelettiques (Jones-Villeneuve et al., 1982) (Smith et al., 1987). La diversite d'induction de
ces cellules a permis a cette lignee de devenir un modele cellulaire grandement utilise en
recherche. Dans notre cas, nous avons employe Ie traitement qui permet d'obtenir des cellules
nerveuses. La premiere partie de mon projet avait done les deux objectifs suivants : etudier les
niveaux d'expression de 1'ARNm de ZPK avant et apres 1'induction de la dififerenciation
neuronale de la lignee de cellules Pl 9 et etablir a quel niveau se situe la regulation de
1'expression, soit transcriptionnelle ou bien post transcriptionnelle. De plus, en tenant compte
des resultats obtenus precedemment, nous avons formule Fhypothese de travail suivante:
P expression de 1'ARNm de ZPK augmente avec la difTerencation neuronale des cellules
P19.
La plupart des etudes realisees dans Ie laboratoire ont porte sur 1'ARNm. Pour ouvrir la
voie a de nouvelles experiences et diriger notre etude sur la proteine ZPK, nous avions besoin
d'un outil tres important, soit un anticorps anti-ZPK. Celui-ci nous permettrait de realiser des
analyses de type Western sur notre modele cellulaire Pl 9 afin de comparer comment se
comporte Ie mveau de synthese de la proteine ZPK au cours de la differenciation par rapport au
niveau d'ARNm. De plus, 1'anti-ZPK nous donnerait 1'occasion d'effectuer des experiences
d'immunohistochimie sur des cellules en culture ou sur des coupes de tissus. Finalement, par
immunoprecipitation, on aurait egalement la possibilite de faire des essais kinases afin de
verifier 1'activite de ZPK et aussi d'identifier certains de ses partenaires. La realisation de ces
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experiences est importante car si on peut par exemple localiser ZPK au niveau cellulaire ou
encore decouvrir ses partenaires, nous aurons des indices importants sur la fonction de cette
proteme.
Ainsi, la deuxieme partie de mon projet avait pour but de produire un anticorps possedant
une bonne specificite pour la proteine ZPK. Une des approches grandement utilise pour la
production cTun anticorps contre une proteine, c'est d'introduire une portion de 1'ADNc de
cette proteine dans un vecteur bacterien permettant la production cTune proteine de fiision. La
portion introduite doit etre representative de la proteine et aussi Ie plus specifique possible ; par
exemple, la portion catalytique ne serait pas un bon choix etant donne que cette demiere est
hautement conservee dans les proteines kinases. Avec une telle portion, 1'anticorps produit ne
j3ossederait pas une bonne specificite pour la proteine ZPK. De plus, la partie a introduire doit
etre assez longue pour provoquer une bonne immunisation chez Porganisme choisi pour
produire Fanticorps. Pourquoi fabriquer une proteine de fusion ? Le but est simple, c'est pour
permettre de purifier facilement la proteine que 1'on veut injecter seul, sans contaminant. Dans
notre cas, nous avons injecte a trois lapins une proteine recombinante comprenant une portion
de ZPK, correspondant a 1'extremite 5', fusionnee a une etiquette riche en residus histidines.
Comme ces demiers ont une afi&nite pour Ie nickel, nous avons purifie notre proteine de fusion





La lignee de cellules Pl 9 (ATCC No CRL 1825) etait maintenue en culture dans Ie
milieu a-minimal essentiel medium (a-MEM, Gibco) supplemente de 10% serum fetal bovin
(FBS, Gibco) et ce, dans un incubateur a 37°C avec 5% de C02. A tous les deux jours, les
cellules etaient dispersees avec une solution de trypsine-EDTA (Gibco) et passees a une
dilution se situant entre 1/5 et 1/10.
2.2 Induction de la differenciation cellulaire
Au jour 0, les cellules Pl 9 ont ete passees dans un petri bacteriologique de 100 mm a
une densite de 10 cellules/ml et cultivees pour une periode de 4 jours dans Ie milieu a-MEM
supplemente de 10% FBS et contenant 10 M d'acide retinoique (siii-trans, Sigma). Au jour
2, les agregats ont ete resuspendus dans du milieu frais.
Au jour 4, les agregats de cellules ont ete disperses avec une solution de trypsine-EDTA
(Gibco) et passes sur petri de culture pour une periode additionnelle de 10 jours en absence
d'agent inducteur. Le milieu etait remplace au deux jours et 4 jours apres Ie passage sur petri
de culture, 5Hg/ml de cytosme arabinosine ferent aj<3^utes au nrilieu pour inlubeF la prolife^^
des cellules non-neuronales.
2.3 Extraction cTARN total et Analyse de type Northern
Les ARNs totaux ont ete extraits des cellules Pl 9 avant et apres 1'induction de la
differenciation en utilisant Ie trizol (Gibco).
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20 (ig d'ARN total de chaque echantillon ont ete prepares dans un volume final de 20jjl d'une
solution contenant IX MOPS (20X: 0.4 M MOPS (Sigma), 0.1 M NaOAc, 10 mM
Na2EDTA), 2.2 M formaldehyde et 50 % formamide deionise. Les echantillons ont ete
chaufFes a 55°C pendant 15 minutes et deposes sur la glace quelques secondes. 2(J,1 de bromure
d'ethidium (0.2 (J-g/ml) ont ensuite ete ajoutes ainsi que 0.1 volume de tampon de chargement
(6X: 0.25 % de bromophenol bleu, 0.25 % de xylene cyanol FF et 30 % glycerol dans de
1'eau). Les AKNs ont ete deposes et fractionnes sur gel d'agarose 1.2 % contenant IX MOPS
et 1.1 M formaldehyde.
Apres separation sur gel, les ARNs ont ete transferes sur une membrane de nylon
(Hybond-N, Amersham ). Pour ce faire. Ie gel a d'abord ete rin^e dans de 1'eau distille puis
trempe dans une solution 10X SSC (IX : 150mM NaCl et 15mM citrate de sodium pH 7.0)
pendant 20 minutes. On a ensuite procede au montage qui a permis Ie transfert par capillarite
des ARNs du gel vers la membrane. Le transfert s'est effectue dans la meme solution, soit 1 OX
SSC, pour une duree de 12 a 18 heures. La membrane a par la suite ete cuite entre deux
papiers Whatman a 80°C pendant 2 a 4 heures.
2.3.1 Hybridation
La membrane a d'abord ete prehybridee pendant 4 heures a 42°C dans 10 ml d'une
solution contenant 50% formamide deionisee, 0.5MNaHP04 pH 7.2, ImM EDTA, 1% BSA et
5% SDS, puis hybridee dans la meme solution contenant en plus la sonde denaturee appropriee.
L'hybridation se fait a 42°C pendant 16-24 heures.
2.3.2 Preparation de la sonde
10 [ig de plasmide KS-ZPK out ete digeres avec 1'enzyme Bamtll (Pharmacia) et un
fragment de 1.9 kb a ete purife sur gel d'agarose LMP (low melting point). La meme quantite
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d'un plasmide contenant 1'ADNc de la P-actine a ete digere avec Hindlll (Phannacia) et Ie
fragment a ete purifie de la meme fa^on. Pour faire la sonde, environ 50-100 ng de fragments
fut chauffe 2 minutes a 65°C pour faire fondre 1'agarose et 25(^1 out ete preleves et combines a
9^1 d'eau traite au diethylpyrocarbonate (DEPC). Le tout a ete incube 7 minutes a 96°C suivi
de 10 minutes a 37°C. Par la suite, 10 (^1 d'"01igomix" (250 mM Tris-HCl pH 8.0, 25 mM
MgCl2, 5 mM P-mercaptoethanol, 2 mM de chaque dNTP (dATP, dGTP, dTTP), 1 M Hepes
pH 6.6, 1 mg/ml oligonucleotides Pd(N)6) ont ete ajoutes ainsi qu'un jj,l de Klenow (5.9U/j^l) et
50 [id d'a-32P dCTP (Amersham) et on a incube a la temperature de la piece pendant 3 a 4
heures. Avant d'ajouter la sonde a la membrane, celle-ci a ete denaturee 2 minutes a 90-100°C
puis placee sur la glace pendant quelques secondes.
2.3.3 Lavage
Suite a 1'hybridation, la membrane a ete lavee deux fois 15 minutes dans une solution
contenant 2X SSC et 0.1% SDS a la temperature de la piece puis 30 minutes dans 0.2X SSC et
0.1% SDS a 65°C. La membrane a ensuite ete expose a un film Kodak (Biomax MS) pour
1'autoradiographie.
2.4 Stabilite de FARNm
Les cellules Pl 9 non-difFerenciees et differenciees (agregees durant 4 jours en presence
d'acide retmoique suivi de 2 jours en culture monocouche) ont ete traitees pendant 60 minutes
avec 10 |j,g de cycloheximide (CX)/ml. Apres ce temps, certains petns ont ete laves trois fois
avec du PBS IX et incubes dans du milieu contenant 5 {j-g d'actinomycine D/ml tandis que les
autres petris ont ete incubes dans les memes conditions mais avec en plus 10 (J,g de CX/ml. Les




Les cellules Pl 9 EC et Pl 9 differenciees (agregees durant 4 jours en presence d'acide
retinoique suivi de 2 jours en culture monocouche) ont ete rin^ees avec du PBS IX et
recueillies dans 1 ml (pour un petri 100mm) de ce meme tampon a 1'aide d'un petit grattoir.
Les cellules ont ensuite ete centrifugees 5 minutes a 1000 rpm et Ie culot fat resuspendu dans
un tampon de lyse (lOmM Tris-HCl pH7.4, 5mM MgCl2, lOmM KC1 et 0.5% nonidet P-40) a
une concentration de 10 cellules/ml. On a incube Ie tout 5 minutes sur la glace et les noyaux
ont ete culotes 30 secondes a 13000 rpm. Ces demiers ont ensuite ete resuspendus dans 210(^1
de tampon de congelation (50mM Tris-HCl pH7.4, 5mM MgCl2, 40% glycerol, 0.5mM
dithiothreitol) et 100 unites de RNAsin/ml (Promega) ont ete ajoutes. Les noyaux ont ete
congeles immediatement a -70°C et conserve jusqu'a 1'utilisation.
La transcnption nucleaire a ete realisee avec 1 x 10 noyaux. Les transcnpts naissants
d'ARNm ont subit une elongation de 30 minutes a 28°C en presence [a- P]UTP et 1'analyse
de la transcription nucleaire a ete realisee selon la methode de Nepveu et Marcu (Nepveu et
Marcu, 1986). Les ARNs synthetises in vitro ont ete hybrides a des plasmides denatures et
immobilises sur membrane de nitrocellulose (5p,g de chaque). Les plasmides contenaient soit
PADNc de ZPK murin, de la tubuline murine, ou de la GAPDH de rat. Le plasmide pKS+
(Stratagene) a ete utilise comme controle pour 1'hybridation non-specifique.
2.6 Construction et Production cTune proteine de fusion
Pour la construction d'une proteine de fusion. Ie fragment Xhol-EcdKl provenant de
FADNc de ZPK, et correspondant a 276 acide amines de la portion amino-temiinale, a ete
intoduit dans les sites de clonage XhoI-EcoM du vecteur d'expression bacterien pRSETB
(Invitrogen). Ce vecteur permet la production d'une proteine recombinante fasionnee a une
sequence de 6 histidines. L'amplification du vecteur pRSETB-ZPK a ete realisee dans la
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bacterie E.Coli DH5a alors que pour la production de la proteine de fusion, la bacterie E.Coli
BL-21 fut utilisee.
Apres la transformation du plasmide pRSETB-ZPK dans la souche bacterieime E.Coli
BL-21, une colonie a ete prelevee et mise en culture dans 5 ml de milieu LB, contenant 5 (^1
d'ampicilline (100 mg/ml) et 5(^1 de chloramphenicol (34 mg/ml), pendant toute une nuit a 37°C
avec agitation. Par la suite, la culture de 5 ml a ete transferee dans 25 ml de LB, contenant la
meme concentration d'ampicilline et de chloramphenicol, et la culture s'est poursuivie jusqu'a
Patteinte d'une densite optique de 0.6 a 260 nm. Rendu a ce point, les bacteries ont ete
induites pour exprimer la proteine de fusion pendant 3 heures avec ImM d'lPTG. Apres
Finduction, les bacteries ont ete culotees et congelees a -70°Cjusqu'autiUsation.
2.7 Extraction et purification
L'extraction et la purification de la proteine de fusion a ete efifectuee avec la trousse
«XpressIMSystem Protein Purification» d'lnvitrogen, version 0(160612). Ce systeme
comprend une colonne composee de resine chargee au chlorure de nickel qui va retenir les
proteines recombinantes contenant la sequence de 6 histidines durant Ie passage du lysat.
Comme on Ie sait, les residus histidines ont une affinite pour Ie nickel. Ceci permet done la
purification de la proteine de fusion ZPK-(His)6.
L'extraction et la purification a ete realisee en condition denaturante. Brievement, les
bacteries ont ete lysees dans un tampon de lyse contenant de la guanidine a pH 7.8. Le lysat a
ete passe sur la colonne de purification fait de resine chargee avec du chlorure de nickel
(ProBond Resin) et par la suite, la colonne a ete lavee deux fois avec du tampon de liaison
denaturant, deux fois avec du tampon de lavage denaturant pH 6.0, et finalement, deux autres
fois avec du tampon de lavage denaturant pH 5.3. La proteine de fusion a ete eluee avec du
tampon d'elution denaturant pH 4.0. On a recolte 5 fractions de 1 ml puis reuni celles ou on
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retrouvait Ie plus de proteines suite a la verification sur gel SDS-polyacrylamide. Les fractions
reunies ont ete dialysees centre 10 mM Tris-HCl pH 8 pendant toute une nuit a 4°C avec
agitation.
2.8 Concentration de la proteine de fusion
La concentration de notre proteine de fasion a ete effectuee avec des microcolonnes
dont la grosseur des pores etaient de 10 000 daltons (microconcentrators, microcon, Amicon,
publication 1-394G). Les proteines out ete conservees a -80°C jusqu'a utilisation.
2.9 Production (Tun anticorps anti-ZPK
Pour la production d'un anticorps anti-ZPK, on a injecte la proteine de fusion a trois
lapins. La premiere etape fat la prise de serum pre-immun pour chacun des lapins. Pour ce
faire, environ 2 ml de sang ont ete preleves par une veine dans 1'oreille des lapins. Apres avoir
repose pendant une heure a la temperature de la piece, Ie sang a ete centrifuge 15 minutes a 10
000 rpm a 4 °C. Le semm a ensuite ete transfere dans un tube a congelation et place a -80°C.
Pour la production de Fanticorps, la procedure fut la suivante : on a realise un melange 50 :50
de proteines de fusion avec un adjuvant. Ie TiterMax (CytRx corporation). Environ 300 (ig de
proteines contenues dans un volume de 250 jjl d'une solution saline 0.9% NaCl ont ete
emulsionnees avec 250 (jl de TiterMax a 1'aide de deux seringues de 1 ml reliees entre elles par
une aiguille 18G. La procedure suivie fat celle decrite dans Ie manuel du manufacturier.
Chaque lapin a re9u deux injections intramusculaires de 40 jj-1 (une dans chaque quadriceps) et
quatre injections sous-cutanees de 20 (J,l pour un total d'environ 160 \x\ par lapin. Apres 4
semaines, pour verifier la production d'anticorps, 1ml de sang a ete preleve de chaque lapin et
Ie serum fut recupere de fa^on similaire au semm pre-immun. La presence d'anticorps a ete
examinee par une analyse de type Western efFectuee sur la proteine de ftision ZPK-(His)6 (voir
Ie protocole au point 2.10). Finalement, apres 4 autres semaines, Ie sang de chaque lapin a ete
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recueilli par exsanguination. Suite a une coagulation de 12 heures a 4°C et Ie sang a ete
cenrifuge pour recuperer Ie serum. Ce demier est conserve a -80°C.
2.10 Analyse de type Western sur la proteine de fusion
Environ 5-10 (J-g de proteines de fusion ont ete deposees sur gel SDS-polyacrylamide.
Apres la migration. Ie gel a ete transfere dans une solution TB (Transfer Buffer : pour 250ml,
1.45g Tris base, 0.735g glycine, 0.095g SDS et 50ml methanol) durant 10 a 15 minutes en vue
du transfert semi-sec sur membrane PVDF (Amersham). La membrane a ete preparee de la
fa<?on suivante : 5 secondes dans 100% methanol, 5 minutes dans de 1'eau distillee et 10 a 15
minutes dans la solution TB. Apres la preparation de la membrane. Ie montage pour Ie transfert
semi-sec a ete realise selon les instructions foumies avec 1'appareil SEMI-PHOR (Hoefer
Scientific Instruments). Le transfert a ete efifectue pendant 1 heure, par un courant de 40 mA
pour un mini gel (0.8 mA/cm ). La membrane a ensuite ete incubee toute la nuit a 4°C dans
une solution TBS-T(Tris-buffered saline-Tween : 0.02 M Tris-HCl pH7.5, 0.15 MNaCl et 0.05
% Tween-20) contenant 5% de lait en poudre (Camation).
Nous avons utilise la trousse«Enhance Chemiluminescence» de la compagnie
Amersham pour Pimmunodetection. Brievement, la membrane a ete incubee avec 1'anticorps
primaire, soit 1'anti-ZPK, a une dilution de 1:250 000 pendant 1 heure, puis lavee dans la
solution TBS-T et incubee de nouveau 1 heure mais avec un anticorps secondaire provenant de
la trousse ECL (Amersham). Get anticorps est dirige contre les IgG de lapin et est couple a
une peroxidase pour permettre la detection. La membrane a ensuite ete lavee avec la solution
TBS-T et la detection a ete realisee. Pour ce faire, la membrane a ete incubee 1 minute avec
une petite quantitee de solution de detection provenant du trousse ECL et exposee a un film
Kodak (Biomax MS) pour des periodes variables (30 secondes a 10 minutes).
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2.11 Analyse de type Western sur la proteine ZPK traduite in vitro
Environ lOjj-g de plasmide pSP64-ZPK out ete digeres avec 1'enzyme Sspl (Pharmacia).
Apres la digestion, deux extractions au phenoVchloroforme ont ete realises sur Ie plasmide
pSP64-ZPK digere et celui-ci a ete precipite avec de 1'ethanol 100% pendant 40 minutes sur de
la glace seche. Le plasmide a ete resuspendu dans 10{j,l d'eau distille. Les quantites suivantes
out ete melangees pour realiser la transcription de FADNc de ZPK: 4jj,l de tampon de
transcription 5X, 2^1 de DTT (lOOmM), l^il de RNA Guard (Pharmacia), 5^1 rNTPS (2.5 mM
de chaque (rATP, rGTP, rCTP, rUTP)), 1(^1 ADN (plasmide pSP64-ZPK digere et purife), 1(^1
d'enzyme SP6 RNA polymerase et 6(J,1 d'eau DEPC pour un volume final de 20(il. Outre Ie
KNA Guard, toutes les solutions ainsi que 1'enzyme provenaient de la compagnie Promega et la
transcription s'est effectuee a 37°C pendant 60 minutes. Ensuite, la reaction a ete traitee avec
1 |jl de DNase I (Pharmacia) pour une periode de 10 minutes a 37°C. Deux extractions au
phenoVchloroforme ont par Ie suite ete realisees et EARN synthetise in vitro fut precipite avec
0.5 volume d'amonium acetate 7.5 M et 2.5 volume d'ethanol 100%. L'ARN a ete
I
resuspendu dans 20 pl d'eau DEPC et place a -80°C jusqu'a utilisation.
La traduction a ete realisee selon Ie protocole provenant de la trousse « Rabbit
reticulocyte lysate system » (Amersham, Life Science) qui permet la production de proteine
traduite in vitro. \\A d'ARNm de ZPK prepare precedemment a ete combine a 4jj-l de melange
de traduction (25 mM DTT, 250 mM HEPES pH 7.6, 100 mM creatine phosphate et 19 acides
amines a 312.5|jM chacun), 2p,l d'acetate de potassium, l(jl d'acetate de magnesium, 4(J,1 de
methionine 35S (Amersham), 20{j,l de lysat de reticulocyte de lapin et 18(J-1 d'eau (sans Rnase)
pour un volume final de 50(jl. Toutes les solutions provenaient de la trousse sauf la
radioactivite. La premiere etape a ete de chauffer 1'ARN et Ie 18 (J-l d'eau pendant 10 minutes a
67°C. Par la suite, les autres composantes ont ete ajoutees et la traduction s'est efFectuee
durant 90 minutes a 30°C. Les proteines traduites ont ete conservees a -20°C jusqu'a
utilisation.
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50{jl de tampon de chargement ont ete ajoutes a la preparation complete de proteines
ZPK traduites in vitro (50(J,1) et chauflfe durant 5 minutes a environ 90°C. Le tout a ensuite ete
depose sur gel SDS-polyacrylamide en quatre fractions egales de 25(^1 (divise dans 4 puits) et




3.1 Culture de la lignee de cellules P19
Les cellules EC (embryonal carcinoma) sont des cellules souches pluripotentes
provenant d'un teratocarcinome de souris. Comme la difFerenciation de ces cellules est tres
similaire a celle des cellules embryonnaires normales, on peut les utiliser comme modele pour
etudier plusieurs processus du developpement. La differenciation de certaines lignees de
cellules EC peut se realiser par la culture a haute densite ou par agregation. Dans Ie cas des
cellules EC de la lignee Pl 9, celles-ci se differencient tres faiblement lorsqu'elles sont agregees.
Par centre, si on combine agregation et dimethylsulfoxide (DMSO), ces cellules peuvent se
differencier soit en cellules du muscle cardiaque ou du muscle squelettique, selon la
concentration de DMSO utilisee. De plus, ces memes cellules agregees peuvent se differencier
en cellules de type neuronal si elles sont cultivees en presence d'acide retinoique au lieu du
DMSO (Smith et al., 1987).
Lorsqu'on veut faire differencier les cellules Pl 9 EC en cellules de type neuronal, on
doit respecter deux facteurs importants : soit la concentration d'acide retinoique utilisee et la
duree du traitement. II a ete demontre que pour obtenir une difFerenciation neuronale, on doit
cultiver les cellules P 19 EC en agregats pendant une periode de 4 a 5 jours en presence de 10
a 10 M d'acide retinoique (figures 11 et 12) (Jones-Villeneuve et al., 1982). A la figure 13 A,
on peut observer la morphologie des cellules Pl 9 EC qui sont cultivees en monocouche. En B
et C, les cellules ont ete cultivees en suspension dans un petri bacteriologique, et on peut voir
les agregats qui se sont formes spontanement. Pour demontrer 1'importance de 1'acide
retinoique dans 1'induction de la difFerenciation des cellules Pl 9 EC, deux experiences ont ete
realisees en parallele. Ainsi, en B, les cellules agregees ont ete cultivees dans un milieu
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Figure 11 : Relation entre la concentration d'acide retinoique et la difTerenciation en
cellules de type neuronal. Les agregats de cellules Pl 9 EC, continuellement cultives en
presence de 1'agent inducteur rnais a differentes concentrations, ont ete passes sur petri de
culture apres 5 jours en suspension. 2 a 3 jours plus tard, les cultures ont ete examinees pour
verifier la presence de cellules de type neuronal. Normalement, 50 agregats ont ete observes
pour chaque concentration d'acide retinoique dans chaque experience. Les points representent
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Figure 12: Relation entre la duree d'exposition des agregats a Pacide retinoique et la
differenciation en cellules de type neuronal. Une concentration de 5x10 M d'acide
retinoique a ete ajoutee au debut de 1'agregation des cellules P19 EC, et enlevee a difFerents
temps par trois lavage avec du milieu normal. Les agregats ont ete passes sur petri de culture
apres 5 jours en suspension et examines 2 a 3 jours plus tard pour verifier la presence de
cellules de type neuronal. Les points representent la moyenne obtenue de 2 a 6 experiences
separees (Jones-Villeneuve et al., 1982).
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Figure 13 : Photomicrographie en contraste de phase des cellules P19. (A) Cellules Pl 9
non differenciees (EC) cultivees en monocouche sur petri de culture. (B) Cellules Pl 9 EC
cultivees en agregats pendant 4 jours avec 10-6M d'acide retinoique. (C) Cellules Pl 9 EC
cultivees en agregats pendant 4 jours mais sans acide retinoique. (D) Cellules Pl 9 agregees
avec acide retinoique 4 jours apres Ie passage sur petri de culture. (E) Cellules Pl 9 agregees
sans acide retinoique 4 jours apres Ie passage sur petri de culture (Grossissement: A, D, E,
X170, B, C, X34) (Seo etNoguchi, 1995).
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Apres 4 jours d'incubation en agregats, ceux-ci ont ete disperses et passes sur des petris
de culture dans un milieu ne contenant pas d'acide retinoique. Lorsqu'on observe les petris 4
jours apres Ie passage, on peut noter que les cellules ayant ete cultivees en presence de 1'agent
inducteur se sont differenciees en cellules de type neuronal puisqu'elles out maintenant des
prolongements qui s'apparentent aux neurites que 1'on retrouve chez les cellules nerveuses
normales (figure 13 D). Par centre, chez les cellules qui ont ete cultivees sans acide retinoique,
on peut observer une morphologie identique a celle des cellules Pl 9 EC (figure 13 E). De plus,
contrairement aux cellules differenciees, ces cellules out continue de proliferer pour atteindre
un niveau tres confluent. Ainsi done, la presence de 1'acide retmoique durant la culture des
cellules Pl 9 EC en agregats est necessaire pour permettre la differenciation en cellules de type
neuronal.
3.2 Expression du gene ZPK dans les cellules P19
Afin d'examiner si 1'expression du gene ZPK est modulee par la dififerenciation des
cellules Pl 9, nous avons analyse par buvardage de type Northern Ie niveau d'ARNm de ZPK
avant et pendant la difFerenciation neuronale des cellules Pl 9. La sonde utilisee fut un fragment
de 1.9 kb provenant de FADNc de ZPK. Comme on peut voir sur la figure 14, un seul
transcript d'environ 3.5 kb correspondant a ZPK a ete detecte dans les cellules Pl 9. De plus,
on peut voir que Ie niveau d'expression du messager de ZPK est plutot faible dans les cellules
Pl 9 non difFerenciees (EC) ainsi que dans les cellules Pl 9 qui ont ete agregees 4 jours en
absence d'acide retinoique. Par contre, dans les cellules Pl 9 agregees pendant 4 jours en
presence de 10'6M acide retinoique, 1'expression du gene ZPK augmente de fa9on significative
durant 1'induction de la dififerenciation pour atteindre un maximum 4 jours apres Ie passage des
cellules Pl 9 en culture monocouche sans agent inducteur. Par la suite, Ie niveau d'ARNm
demeure relativement constant durant la difiTerenciation terminale des cellules Pl 9 pour la









Figure 14 : Analyse de type Northern de 1'expression du gene ZPK dans les cellules P19.
20^ig d'ARN total, provenant des cellules P19 non differenciees et des cellules P19
difFerenciees au temps indique, ont ete separes par electrophorese sur gel d'agarose 1.2% et
transferes sur membrane de nylon (Amersham). La membrane a ete hybridee avec une sonde
moleculaire marquee au 32P et provenant de FADNc de ZPK. Comme controle, la meme
membrane a ensuite ete hybridee avec un fragment de la (3-actine marque au 32P. Les signes + et
- indiquent la presence ou non d'acide retinorque pendant 1'agregation, alors que les chiffi-es 2,
4, 6, 8, et 10 font reference au nombre de jours suivant Ie passage sur petri de culture. Cette
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Figure 15 : Analyse quantitative des niveaux relatifs d'ARNm de ZPK. Les valeurs des
niveaux relatifs ont ete obtenues par un balayage densitometrique de 1'autoradiogramme
provenant de Fanalyse de type Northern montree a la figure 14. Ces valeurs correspondent
aux densites optiques obtenues pour 1'ARNm de ZPK normalisees avec celles obtenues pour
1'ARNm de la P-actine. Les chiffres 0, 2, 4,6, 8 et 10 font reference au nombre de jours
suivant Ie passage sur petri de culture.
39
Les resultats de variation du niveau d'expression du gene ZPK sont illustres a la figure
15. Les donnees utilisees pour la realisation de ce graphique proviennent d'un balayage
densitometrique efFectue sur 1'autoradiogramme de 1'analyse de type Northern. Les valeurs des
niveaux relatifs correspondent aux densites optiques obtenues pour PARNm de ZPK qui ont
ete normalisees avec celles obtenues pour 1'ARNm du controle P-actine. Ce graphique nous
permet de mieux quantifier 1'augmentation du niveau d'expression. Ainsi, on peut observer au
jour 4 apres Ie passage en culture monocouche, une augmentation de la quantite d'ARNm de
ZPK dans les cellules difFerenciees d'environ 12 fois par rapport aux cellules Pl 9 EC.
3.3 Analyse de la stabilite de PARNm ZPK
Pour determiner si 1'accumulation d'ARNm ZPK durant la differenciation neuronale est
due a une augmentation de la stabilite, nous avons mesure la vitesse de degradation dans les
cellules Pl 9 EC et les cellules Pl 9 differenciees (4 jours agregees en presence d'acide
retinoique suivi par 2 jours en culture monocouche). Ainsi, la synthese d'ARN a ete bloquee
avec Pactmomycine D et la vitesse de degradation a ete mesuree en presence et en absence de
cycloheximide, bloqueur de synthese proteique, en utilisant une analyse de type Northern
(figure 16). Autant pour les cellules Pl 9 EC que Pl 9 difFerenciees, on a pu observer que
FARNm de ZPK se degradait relativement rapidement puisqu'apres 180 minutes, 1'AKNm a
pratiquement tout disparu. Et cette observation est la meme pour les deux conditions utilisees
soit en presence et en absence de cycloheximide. Par consequent, malgre Faugmentation du
niveau d'ARNm de ZPK dans les cellules traitees a 1'acide retinoique, aucune modification
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Figure 16 : Analyse de la stabilite de 1'ARNm ZPK dans les cellules P19. 20|Lig d'ARN
total, extraient des cellules Pl 9 non differenciees et differenciees ayant subi un traitement au
cycloheximide et a I'actinomycine D, ont ete fractionnes par electrophorese en gel d'agarose
1.2% et transferes sur membrane de nylon (Amersham). La membrane a ete hybridee avec une
sonde moleculaire marquee au 32P provenant de 1'ADNc de ZPK. Comme controle, la meme
membrane ete hybridee avec un fragment de la P-actine marque au 32P. L'experience a ete
effectuee trois fois.
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3.4 Transcription nucleaire du gene ZPK
Afin de verifier si 1'augmentation du niveau d'ARNm ZPK dans les cellules Pl 9
differenciees est reliee a une regulation transcnptionnelle, nous avons effectue une experience
de transcription nucleaire du gene ZPK. Celle-ci consiste a extraire les noyaux des cellules Pl 9
et a les congeler Ie plus rapidement possible de fa9on a immobiliser la machinerie
transcriptionnelle. Les transcrits dont la synthese a ete amorcee in vivo, c'est-a-dire dans les
cellules Pl 9, seront completes in vitro en presence d'UTP marque au 3 P. La radioactivite
s'incorpore done dans les transcrits, ce qui nous permet par la suite de mesurer Ie niveau de
transcription d'un gene, dans notre cas ZPK. Cette etude a ete realisee a la fois avec des
noyaux extraits de cellules Pl 9 EC et de cellules Pl 9 differenciees (agregees 4 jours avec acide
retinoique suivi de 2 jours en culture monocouche).
Les resultats representes a la figure 17 montrent que Ie niveau de transcription du gene
ZPK est tres faible dans les cellules Pl 9 EC alors qu'il augmente de fa^on significative suite a
1'induction de la differenciation par 1'acide retinoique. A titre de comparaison et de controle,
dans la meme experience, on a egalement verifie la transcription des genes GAPDH et tubuline.
Et on peut voir que, contrairement a ZPK, 1'acide retinoique n'a aucun effet sur Ie niveau de
transcription du gene GAPDH et done, il n'y a pratiquement pas de difference entre les cellules
Pl 9 EC et Pl 9 differenciees. Ce qui n'est pas Ie cas pour la tubuline car il semble y avoir une
certaine augmentation du niveau de transcription.
3.5 Production et puriHcation (Tune proteine de fusion
La deuxieme partie de mon projet avait pour objectif la production d'un anticorps
polyclonal anti-ZPK. Pour ce faire, une proteine de fusion comprenant une portion amino-
terminale de ZPK a ete produite et purifiee pour ensuite etre injectee a trois lapins. Pour
realiser la production de cette proteine, une partie de 1'ADNc de ZPK, correspondant au 276







Figure 17 : Transcription nucleaire du gene ZPK dans les cellules P19. Les noyaux ont ete
extraits de cellules P19 non difFerenciees et difFerenciees et incubes en presence d'[a-32P] UTP
dans des conditions qui favorisent Pelongation des transcrits naissants. Un compte equivalent
d'ARN nucleaires marques au 32P ont ete hybrides a des plasmides denatures et immobilises sur
membrane de nylon (Amersham). Les plasmides contenaient soit 1'ADNc de ZPK. de la
GAPDH ou de la tubuline. Le plasmide KS+ a ete utilise comme controle pour Phybridation





Figure 18 : Construction (Tune proteine de fusion bacterienne. Le fi-agment Xhol-EcoRl
provenant de 1'ADNc de ZPK et qui correspond a 276 acides amines de la portion amino-
terminale, a ete introduit dans les sites Xhol-EcoRI du vecteur d'expression bacterien pRSET
B. Le vecteur pRSETB-ZPK a ete amplifie dans la bacterie E.Coli DH5a.
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Ce vecteur d'expression comprend : un site de clonage multiple, dans lequel nous avons
clone la portion de ZPK en utilisant les sites EcoKl et Xho\ un site de coupure pour
1'enterokinase (EK), une sequence codant 6 histidines ((His)6) et un site d'attachement aux
ribosomes de E.Coli (RBS). On retrouve aussi dans ce vecteur deux origines de replication :
une de E.Coli (colEl) et une autre du bacteriophage fl (Fl ori). Finalement, pRSET B
content un gene de resistance a Fampicillme et Ie promoteur du bacteriophage T7 (PT?). Dans
ce vecteur, la portion de ZPK se trouve precede de la region polyhistidine qui permet la
purification subsequente de la proteine de fusion ZPK-(His)6 produite dans la bacterie E.Coli
BL-21.
Apres sa production, la proteine ZPK fusionne a ete purifiee sur colonne de nickel.
Pour proceder a cette purification, on a d'abord lyse les BL-21 pour liberer notre proteine de
fusion, et on a depose Ie lysat sur une colonne de resine chargee au chlorure de nickel (NiCl).
Comme la region polyhistidine possede une affinite pour Ie nickel, la proteine ZPK-(His)6 est
restee accrochee a la colonne alors que les autres proteines du lysat n'ont pas ete retenues. On
termine en eluant la proteine de fusion et on obtient ainsi une proteine purifiee prete a etre
injectee a des lapins pour faire produire un anticorps anti-ZPK. Les proteines ZPK-(His)6 de
quatre colonies provenant de la transfomiation du vecteur pRSETB-ZPK dans la souche E. Coll
BL-21 ont ete produits et purifies. Suite a la purification, les quatre proteines de fusion ont ete
analysees sur gel SDS-polyacrylamide (figure 19). Une seule proteine d'environ 35 kda,
correspondant a ZPK-(His)6, apparait sur Ie gel et ce, pour les tous clones utilises.
3.6 Production (Tun anticorps anti-ZPK
3.6.1 Analyse de type Western sur la proteine de fusion
Apres la production et la purification de la proteine de fusion ZPK-(His)6, celle-ci a ete
mjectee de fa^on sous-cutanee et intramusculaire a trois lapins. Huit semaines apres 1'injection








Figure 19 : Analyse sur gel SDS-PAGE de la proteine de fusion bacterienne ZPK-(His)«.
Apres transformation du vecteur pRSETB-ZPK dans la souche E.Coli BL-21, quatre clones ont
ete selectionnes pour la production et la purification sur colonne de nickel de la proteine ZPK-
(His),,. Environ 20ng de proteines de fusion purifiees ont ete deposees sur gel SDS-
polyaoylanride. Suite a la migration, Ie gel a ete a la fois colore et fixe dans du bleu de
Coomassie puis decolore avant d'etre seche. Le poids moleculaire (PM) de la proteine ZPK-
(His)e est d'environ 35 KDa et les standards de PM sont montres a gauche.
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analyse de type Western a ete effectue sur la proteine de fusion utilisee pour 1'immunisation.
On peut voir a la figure 20, un signal unique a environ 35 KDa qui indique que 1'anticorps
produit chez Ie lapin reconnaTt bien la proteine de fusion ZPK-(His)6 (ligne 1). De plus, la
production a ete assez efficace puisque Ie titre utilise pour 1'analyse Western etait de 1:250 000.
Dans Ie controle, realise avec Ie serum preimmun, aucun signal n'est detecte (ligne 2).
3.6.2 Analyse de type Western sur la proteine ZPK traduite in vitro
Pour s'assurer que 1'anticorps reconnaTt bien la proteine ZPK complete, une analyse de
type Western a ete realise sur la proteine ZPK traduite in vitro et marquee au 35S (figure 21).
Un signal a pu etre detecte a environ 130 KDa sur la membrane qui a reagi avec Ie semm
contenant 1'anti-ZPK (ligne 2). Par contre, ce meme signal n'apparaTt pas dans Ie controle fait
avec Ie serum preimmun de lapin (ligne 1). On peut aussi voir, apres exposition de la







Figure 20 : Analyse de type Western avec Panticorps anti-ZPK sur la proteine de fusion
ZPK-(His)6. Comme decrit dans la section materiels et methodes, un anticorps anti-ZPK lapin
a ete produit contre une proteine de fusion contenant 276 acides amines de la portion amino-
terminale de ZPK. Environ 5-lOng de cette proteine de fusion ZPK-(His)6 ont ete separe par
electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide, transferes sur membrane PVDF (Amersham), et
incubes avec Ie semm de lapin contenant Fanti-ZPK (1) ou avec Ie semm preimmun de lapin
(2). La revelation a ete effectuee avec un anticorps secondaire dirige contre les IgG de lapin
qui est couple a une peroxydase pour permettre la detection avec Ie systeme ECL (Amersham).
Apres 1'ajout du substrat sur la membrane, celle-ci a ete revelee par autoradiographie a 1'aide
d'un film Kodak (Biomax MS) pour une duree approximative de 30 secondes. Les standards








Figure 21 : Analyse de type Western avec Fanticorps anti-ZPK sur la proteine ZPK
traduite in vitro. Une reaction complete de proteines ZPK traduites in vitro, et marquees a la
methionine 35S, a ete divisee de fa^on egale dans quatre puits. Les proteines ont ete separees
par electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide puis transferees sur membrane PVDF
(Amersham). Cette demiere a par Ie suite ete incubee avec Ie semm preimmun de lapin (1) ou
avec Ie serum de lapin contenant 1'anti-ZPK (2). La revelation a ete realisee de fa^on analogue
a ce qui a ete decrit precedemment. Apres 1'ajout du substrat, la membrane a ete revelee par
autoradiographie a 1'aide d'un film Kodak (Biomax MS) pour une duree d'environ 10 minutes.
Comme reference, on retrouve a droite (3) la proteine ZPK marquee au 35S qui a ete exposee
toute la nuit a un film Kodak (Biomax MS) et les standards de PM sont montres a gauche.




La difFerenciation cellulaire constitue 1'un des processus les plus etudies en biologie
cellulaire. En efifet, son evolution au cours du developpement embryonnaire et ses
modifications en relation avec certaines maladies telles que Ie cancer ont cree un interet
grandissant aupres des chercheurs. Le phenomene de difFerenciation cellulaire est tres
complexe car il fait intervenir un nombre incroyable de proteines difFerentes dont plusieurs
d'entre elles sont des proteines kinases. Au cours des demieres annees, plusieurs groupes de
recherche ont procede a I'identification d'un grand nombre de nouvelles proteines kinases. La
proteine serine/threonine kinase ZPK en fait partie.
Jusqu'a maintenant, on a pu determiner que Ie gene codant ZPK est exprime dans des
populations de cellules specifiques qui ont atteint un stade de differenciation terminale ou qui
sont en voie de se difFerencier. En outre. Ie cerveau correspond au tissus ou ce gene est Ie plus
fortement exprime. Par consequent, afin de poursuivre dans la meme direction, j'ai etudie
Fexpression du gene ZPK au cours de la difFerenciation neuronale de la lignee de cellules Pl 9.
Et dans un autre ordre d'idee. Ie second objectif de mon projet visait la production d'un outil
indispensable pour Ie laboratoire, soit un anticorps anti-ZPK.
4.1 Expression de ZPK dans les cellules P19
La premiere partie de mon projet consistait a verifier si 1'expression du gene ZPK est
reliee au processus de differenciation en utilisant un modele cellulaire pouvant se differencier en
cellules nerveuses. Pour ce faire, j'ai mesure Ie niveau d'ARNm de ZPK avant et pendant la
difFerenciation de la lignee de cellules pluripotentes Pl 9. Pour faire un rappel, ces cellules
proviennent d'un carcinome embryonnaire (EC) de souris et peuvent etre induites a se
50
differender en cellules de type neuronal lorsqu'elles sont cultivees, pour une periode de 4 jours,
en agregats dans un petri bactenologique et en presence d'acide retinoique. Par la suite, les
agregats sont dissocies en une suspension de cellules qui est alors passee sur des petris de
culture pour une periode additionnelle de 2 a 10 jours afin de permettre la difFerenciation
terminale et ce, en absence d'acide retinoique.
Les ARNs totaux ont done ete extraits des cellules Pl 9 non difFerenciees, des agregats
de cellules Pl 9 cultives avec et sans acide retinoique, ainsi que des cellules Pl 9 differenciees a
differents temps apres leur passage sur petris de culture. Ces ARNs ont ete analyses par
buvardage de type Northern et les resultats obtenus ont montre une augmentation du niveau
d'AKNm de ZPK suite a 1'induction de la differenciation neuronale des cellules Pl 9. De plus,
ce niveau atteint son maximum 4 jours apres Ie passage sur petri de culture et demeure a peu
pres constant pour Ie reste de la periode de culture etudiee.
U est important de noter que 1'augmentation de 1'expression du gene ZPK est bien reliee
a la differenciation cellulaire induite par Ie traitement des cellules Pl 9 a 1'acide retinoi'que et
non a la periode de culture en suspension. En efFet, on observe aucune augmentation du niveau
d'ARNm de ZPK dans Ie cellules Pl 9 ayant ete cultivees 4 jours en suspension mais en absence
de 1'agent inducteur.
En efFectuant une analyse densitometrique de 1'autoradiogramme provenant de 1'analyse
Northern realisee precedemment, il a ete possible de quantifier de fa^on approximative
1'augmentation du niveau d'ARNm de ZPK observee au cours de la differenciation neuronale
des cellules Pl 9. Ainsi, au niveau maximum, soit 4 jours apres Ie passage sur petri de culture,
on obtient une augmentation d'environ 12 fois par rapport au niveau d'ARNm retrouve dans
les cellules Pl 9 non differenciees (EC).
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Dans cette premiere partie, je devais egalement determiner a quel niveau se situe la
regulation de ^expression du gene ZPK : transcnptionnetie ou post-transcdptionnelle. Pour
repondre a cette question, j'ai d'abord effectue une analyse de la stabilite de 1'ARNm de ZPK.
Cette stabilite a ete mesuree a la fois dans les ceUules Pl 9 non dififerenciees et dans les cellules
Pl 9 difFerenciees (agregees 4 jours avec acide retinoique suivi de 2 jours en culture
monocouche). La synthese d'AKNm a ete interrompue avec de 1'actinomycine D, qui bloque la
transcription par 1'ARN polymerase II, et la vitesse de degradation a ete etudiee en presence et
en absence de cycloheximide, un inhibiteur de synthese proteique. Les ARNs totaux ont ete
extraits a differents temps apres 1'ajout d'actinomycine D et analyses par buvardage de type
Northern.
Les resultats obtenus ont montre que Ie profil de degradation de 1'ARNm de ZPK est
tres similaire pour les cellules Pl 9 dififerenciees et non differenciees, et que cet ARNm est
pratiquement tout degrade apres environ 180 minutes de traitement a 1'actinomycine D. On a
aussi pu noter une certaine augmentation du niveau d'ARNm entre les temps 0 et 60 minutes
pour 1'experience effectuee avec les cellules Pl 9 differenciees. Mais si on regarde les differents
niveaux d'actine, qui permettent de comparer les quantites d'ARNs deposees dans Ie gel, on
s'aper9oit que cette augmentation est plus une consequence d'une variation dans les quantites
d'ARNs utilisees que celle d'une hausse du niveau d'expression de ZPK. Par contre, lorsqu'on
compare les niveaux d'actine des temps 60 et 180 minutes de cette meme experience, on peut
remarquer que ceux-ci sont pratiquement egaux. Ainsi, il y a reellement disparition de 1'ARNm
de ZPK entre ces deux temps, ce qui nous permet d'affirmer que cet ARNm est bel et bien
degrade apres 180 minutes.
Selon ce resultat, on peut penser que la difference observee dans Ie niveau d'ARNm de
ZPK entre les cellules Pl 9 non differenciees et differenciees est attnbuable a une augmentation
de la transcription du gene ZPK. Pour verifier cette hypothese, une experience de transcription
nucleaire a ete realisee avec des noyaux extraits de cellules Pl 9 non differenciees et
differenciees (agregees 4 jours avec acide retinoique suivi de 2 jours en culture monocouche).
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On a pu observer, par cette experience, que Ie niveau de transcription du gene ZPK est tres
faible dans les cellules Pl 9 non dififerenciees alors qu'il augmente de fa^on significative dans les
cellules Pl 9 differenciees. Cette hausse du niveau d'AKNm de ZPK est bien reliee a une
augmentation de transcription car, si on regarde Ie controle efifectue avec Ie gene de la
GAPDH, on peut observer un niveau d'expression a peu pres egal entre les cellules P19EC et
les cellules Pl 9 difFerenciees. Ce qui demontre que nous avons utilise une quantite
sensiblement equivalent d'ARNm marque au P provenant des cellules Pl 9 non differenciees et
differenciees.
Pour ce qui est du controle realise avec Ie gene de la tubuline, on a vu qu'il semblait y
avoir une augmentation de transcription suite a la dififerenciation neuronale des cellules Pl 9.
Ce qui veut dire que 1'utilisation du gene de la tubuline comme controle n'etait peut-etre pas
adequat pour cette experience. Le fait d'avoir employe deux controles nous a permis de
contrer la possibilite d'avoir une variation du niveau de transcription dans Ie controle choisi,
comme ce fat Ie cas pour Ie gene de la tubuline. L/important pour nous etait d'avoir au mains
un controle qui soit valable, et c'est ce que nous avons obtenu avec la GAPDH. Par
consequent, nous pouvons dire que Faugmentation du niveau de transcription du gene ZPK est
reellement rattachee a la diflferenciation neuronale des cellules Pl 9 et non a une variation dans
les quantites d'echantillons utilisees.
Analysees conjointement, ces deux experiences indiquent clairement que Paugmentation
du niveau cTARNm de ZPK, observee durant la differenciation neuronale des cellules Pl 9, est
regulee de fa9on transcriptionnelle et non post-transcriptionnelle. ZPK n'est pas la seule
proteine kinase a etre regulee de fa^on transcriptionnelle. Webster et al. (1993) a demontre que
dans les cellules epitheliales, la proteine serine/threonine kinase sgk repond aux hormones
glucocorticoides et au semm en augmentant son taux de transcription.
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Les resultats de mes etudes dans les cellules Pl 9 ont done montre une augmentation
significative du niveau d'expression, soit d'environ 12 fois, suite a la differenciation neuronale
de ces cellules. Ainsi, on peut dire que ces resultats sont en accord avec les resultats de nos
experiences d'hybridation in situ et supportent clairement un role pour la proteine kinase ZPK
dans la differenciation cellulaire. En outre, ces resultats sont egalement en accord avec
1'observation que Reddy et Pleasure ont fait lors du clonage de leur proteine soit,
1'augmentation du niveau d'ARNm de ZPK humain suite a la differenciation en neurone des
cellules humaines NT2, par un traitement a 1'acide retinoique (Reddy et Pleasure, 1994).
D'ailleurs, suite a leurs eludes, ce groupe a suggere que ZPK a certainement un role a jouer
dans la differenciation neuronale.
La proteine kinase ZPK n'est pas la seule a etre fortement exprimee au niveau du
ceryeau et a etre reliee a la differenciation cellulaire. En effet, Howell et al. (1991) out trouve
un haut niveau d? expression de la proteine kinase CLK dans ce meme tissu. Us out egalement
observe que la differenciation des cellules Pl 9 en cellules de type neuronal etait accompagnee
cTune augmentation du niveau d'ARNm de CLK (Howell et al., 1991). La proteine
serine/threonine kinase CDK5 est aussi exprime plus fortement dans Ie cerveau que dans tout
autre tissu. Et plus specifiquement, Fexpression de cette proteine est localisee dans les
neurones qui out atteint leur stade de differenciation terminale (Ino et al., 1994).
Bien qu'a ce stade-ci de nos recherches, nous pouvons soutenir que la proteine kinase
ZPK soit impliquee dans Ie processus de differenciation cellulaire, il reste que nous ne
connaissons pas encore son role exact. La question qui se pose a ce moment-ci c'est de savoir
a quel niveau ZPK intendent-il exactement dans la differenciation puisque ce processus
complexe est normalement constitue de plusieurs etapes. Les plus importantes sont 1'arret de la
croissance, Fmduction de la differenciation et Ie maintien de 1'etat difiFerencie.
Etant donne que 1'expression de ZPK apparait tres rapidement au cours de l"'mduction
de la differenciation des cellules Pl 9 par 1'acide retinoique et qu'en plus, il a ete demontre que
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ZPK exerce une action negative sur la proliferation des cellules NIH 3T3 lorsqu'il y est
surexprime (Bergeron et al., 1997), il serait peut-etre justifie de croire davantage a une
implication de cette proteine dans Ie controle de la proliferation. Cette hypothese est d'ailleurs
supportee par Ie fait que DLK et MUK, les homologues de ZPK, sont capables d'activer la voie
des JNK/SAPK. En effet, on a vu dans 1'introduction que Ie groupe de Holzman a montre que
DLK pouvait activer p46SAPK de la voie JNK/SAPK (Fan et al., 1996). Et on a egalement parle
de MUK, la version rat de ZPK clone par Hirai, qui peut activer la voie JNK/SAPK de fayon
similaire a MEKK (Hirai et al., 1996). Comme on Ie sait, 1? activation de la voie JMK/SAPK
conduit souvent a 1'arret de proliferation. Ces resultats viennent done appuyer la possibilite que
ZPK soit implique dans 1'etape qui precede la difFerenciation cellulaire, c'est-a-dire 1'arret de la
croissance. Mais encore la, rien n'empeche Ie fait que ZPK puisse exercer des roles difFerents
selon Ie type de cellules, comme on a pu Ie constater avec ERK qui peut soit declencher la
proliferation dans les cellules fibroblastiques ou la difFerenciation dans les cellules PC 12
(Marshall, 1995). Toutefois, en ce qui conceme la differenciation neuronale des cellules Pl 9,
je pense que notre proteine ZPK est impliquee dans 1'arret de proliferation qui precede la
differenciation pour les raisons mentionnees precedemment.
4.2 Production d'un anticorps
Les experiences decrites auparavant ne sont certes pas les seules approches utilisees en
recherche pour determiner la fonction d'une proteine. Une grande diversite d'etudes peuvent
etre realisees par 1'emploi d'un anticoq^s. Mais comme cet outil n'existait pas encore dans
notre laboratoire, il a done constitue 1'objectif de la deuxieme partie de mon projet, soit de
produire un anti-ZPK possedant une bonne specificite.
Rappelons brievement que pour cette partie de mon projet, une proteine de fusion
constituee des 276 acides amines de 1'extremite ammo-terminale de ZPK et d'une sequence de
6 histidines a ete produite dans la bacterie hote E.Coli BL-21 puis purifiee sur une colonne de
resine chargee au chlorure de nickel. L'analyse sur gel par electrophorese a montre une bande
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unique a environ 35 KDa correspondant a la proteine de fusion purifiee. Celle-ci a ensuite ete
mjectee a des lapins pour la production d'un anticoq)s dirige contre la portion amino-terminale
de ZPK. Les anticorps anti-ZPK produits ont ete recueillis apres 8 semaines d'immunisation
par exsanguination. Pour verifier la specificite de 1'anticorps, une analyse de type Western a
d'abord ete effectue sur la proteine de fusion. Le resultat a montre une forte reconnaissance de
Panti-ZPK pour la proteine injectee et une bonne specificite. En outre, Ie titre obtenu s'est
avere particulierement bon puisque 1'unique signal per9u etait tres evident meme pour une
dilution de 1 dans 250 000.
La deuxieme etape fat de refaire la meme experience mais en utilisant cette fois-ci la
proteine ZPK complete traduite in vitro en presence de methionine S. Comme resultat, on a
pu observer un signal a 130 KDa correspondant a la proteine ZPK traduite et qui n'etait pas
present dans Ie controle. Etant donne que la proteine traduite etait marquee au S, on a
expose la membrane pendant toute la nuit pour comparer Ie signal obtenu avec 1'anticorps avec
celui engendre par Ie S. La comparaison des deux autoradiogrammes a demontre que Ie
signal detecte a 130 KDa par 1'anti-ZPK correspondait effectivement a la proteine ZPK traduite
in vitro. Ainsi, I'anticorps anti-ZPK reconnait tres bien la proteine ZPK. Mais ce qu'on peut
observer en plus sur cette analyse de type Western, c'est la presence de plusieurs autres bandes
qu'on n'avait pas vu dans 1'experience precedente avec la proteine de fusion.
Pour expliquer la presence de ces autres signaux, il faut d'abord se rappeler qu'on a
utilise des reticulocytes de lapin pour traduire la proteine ZPK in vitro. Par consequent, en plus
de notre proteine traduite, on retrouvait dans Ie melange de traduction des proteines provenant
du lysat de reticulocytes. II se peut que pamiis ces proteines, il y ait eu la presence
d'immunoglobulines de la classe IgG. Apres electrophorese et transfert, ces proteines ont pu
etre reconnues par 1'anticorps secondaire puisque celui-ci est dirige contre les IgG de lapin. II
serait done plausible de penser que les nombreuses reactions croisees observees pourraient etre
reliees a une reconnaissance d'immunoglobulines de classe IgG, provenant du lysat de
reticulocytes, par Ie deuxieme anticorps. De plus, on peut aussi confirmer que Ie signal a 130
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KDa correspond bien a la proteine ZPK par Ie fait que Ie patron de bandes, provenant de
reactions croisees, est Ie meme pour Ie serum preimmun (controle) et Ie semm contenant 1'anti-
ZPK. Par centre, la bande a 130 KDa ne se retrouve que dans 1'echantillon renfermant 1'anti-
ZPK et non dans Ie controle.
Ainsi, avec les premiers resultats obtenus sur la caracterisation de 1'anticorps anti-ZPK,
on peut croire a la bonne specificite de celui-ci pour notre proteine. Evidemment, plusieurs
autres experiences peuvent etre realisees pour confirmer la specificite de notre anticorps. Par
exemple, des extraits de cellules de souris pourraient etre analyses par buvardage Western avec
notre anticorps. Nous pourrions aussi transfecter 1'ADNc de la proteine ZPK dans des cellules
en culture et proceder a une analyse Western de ces cellules avec 1'anti-ZPK. Jusqu'a
maintenant, quelques experiences de buvardage Western et d'immunoprecipitation ont ete
realisees dans Ie laboratoire sur des cellules transfectees avec 1'ADNc de ZPK et les resultats
obtenus ont montre une bonne specificite de Fanticorps (resultats non presentes).
Dans Pintroduction, on a vu que Holzman avait reussi a obtenir un excellent anticorps
polyclonal pour leur proteine DLK a partir du lapin (Holzman et al., 1994). En utilisant la
meme approche qu'eux, soit celle d'une proteine de fusion bactenenne comprenant environ 250
acides amines de notre proteine, et Ie meme organisme pour produire 1'anticorps, nous avions
bon espoir d'otenir, a notre tour, un anticoq)s specifique pour notre proteine ZPK. Les
resultats qui out ete presentes precedemment et ceux realises un peu plus tard dans Ie
laboratoire montrent clairement que nous avons atteint notre objectif, soit celui de produire un
anticorps dirige contre notre proteine ZPK, possedant un bon titre et surtout, une bonne
specificite.
4.3 Utilisation de Fanticorps dans la poursuite immediate du projet
Afin de completer 1'etude de P expression du gene ZPK dans la lignee de cellule Pl 9, il
serait interessant d'eflfectuer quelques experiences faisant appel a 1'anticorps. Premierement, on
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pourrait mesurer 1'expression de la proteine avant et apres I'induction de la dififerenciation des
cellules Pl 9 dans Ie but de verifier la correlation existant entre la presence de 1'ARNm et de la
proteine. Pour se faire, des analyses de type Western seraient realises avec 1'anti-ZPK sur des
extraits de proteines prepares avant et apres Ie traitement des cellules Pl 9 a 1'acide retinoique.
De plus, la realisation d'une experience d'immunohistochimie sur des cellules Pl 9 non
differenciees et differenciees permettrait la visualisation et la localisation de la proteine dans la
cellule. L'immunohistochimie permettrait aussi du meme coup de confirmer que la proteine
ZPK se trouve bel et bien dans les cellules differenciees possedant un phenotype de cellules
neuronales.
Finalement, pour completer cette etude, il serait pertinent de verifier 1'activite de la
proteine ZPK dans les cellules Pl 9. Pour ce faire, des experiences d'immunoprecipitation
seraient realises sur des lysats provenant des cellules Pl 9 differenciees et ensuite. Ie culot de
proteines immunoprecipitees serait utilise pour des mesures de 1'activite kinase m vitro.
4.4 Perspectives d'avenir
Dans Ie but de poursuivre les experiences realisees dans la premiere partie de mon
projet, il serait interessant d'etudier plus en profondeur Ie role que ZPK exerce dans la
differenciation cellulaire en utilisant 1'une des approches mentionnees dans 1'introduction.
Celle-ci consisterait a transfecter 1'ADNc de notre proteine dans une lignee de cellule afin
d'obtenir des transfectants stables. Ces cellules devraient bien entendu pouvoir se dififerencier
comme dans Ie cas des cellules Pl 9. Pour realiser cette experience, on pourrait utiliser un
vecteur inductible pour les raisons suivantes : ce vecteur permet d'une part de pouvoir moduler
F expression de ZPK en tout temps, ce qui est avantageux par rapport a un vecteur qui ne
permettrait qu'une expression constitutive. D'autre part, comme ZPK inhibe la proliferation, il
serait pratiquement impossible d'obtenir des transfectants stables avec un vecteur a expression
constitutive. Par contre, 1'utilisation d'un vecteur inductible ofi&irait la possibilite de moduler Ie
niveau d'expression dans les cellules en fonction de la presence ou de 1'absence d'un agent
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inducteur. II existe de nombreux types de vecteurs inductibles dont ceux utilisant Ie promoteur
MMTV (mouse mammary tumor virus). L'un des problemes majeurs avec ce type de
promoteur, c'est qu'on doit 1'induire avec des glucocorticoi'des. Or si les cellules utilisees ne
possedent pas de recepteurs aux glucocorticoides, il faut alors proceder a la cotransfection d'un
vecteur contenant Ie gene d'interet place sous Ie controle du promoteur MMTV et d'un vecteur
dans lequel est clone Ie recepteur requis (Miller et Rizzino, 1995).
Un autre systeme pourrait aussi etre utilise, soit celui du represseur tet (tetracycline).
Dans ce systeme, on retrouve un transactivateur (tTA) capable de lier un operateur tet situe a
environ 70 pb en amont du site d'initiation de la transcription. En presence de tetracycline, il
n'y a pas de transcription car celle-ci se fbce au transactivateur et empeche ce dernier de lier
Foperateur tet. Par centre, en absence de tetracycline Ie phenomene inverse se produit
permettant ainsi la transcription de notre gene. Bien que ce systeme de vecteur inductible soit
efficace, il demeure neanmoins qu'il demande egalement la cotransfection du vecteur
pUHD15-lneo, contenant Ie transactivateur (tTA), avec Ie pUHD 10-3, dans lequel se retrouve
clone Ie gene d'interet avec les sept operateurs tet (Miller et Rizzino, 1995) (Gossen et al.,
1994). Comme on Ie sait, la reussite d'une cotransfection peut parfbis necessiter de la patience
et de la perseverance.
Une lignee de cellules souvent utilisee pour les experiences de transfection est la lignee
PC12. Par exemple, Myers et al. (1994) ont demontre, par 1'utilisation de cette methode,
Fimplication de la proteine kinase CLK dans Ie difFerenciation. L'ADNc de CLK, une proteine
kinase a double specificite, a ete introduit dans les cellules PC 12 et des transfectants stables out
ete obtenus. Suite a I5 expression de CLK dans ces cellules, il y a eu dififerenciation comme si
elles avaient ete traitees avec leur agent inducteur, soit Ie NGF (Myers et al., 1994). Parmi les
autres types cellulaires pouvant aussi etre selectionnees pour ce genre d'etude, citons les
cellules Pl 9 et aussi les cellules U-937 puisque ces dernieres ont deja ete utilisees pour 1'etude
du role de la proteine kinase C dans la difFerenciation (Ways et al., 1994).
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Dans notre cas, je crois que la lignee de cellule PC 12 serait un bon choix etant donne sa
grande utilisation pour ce type d'experiences et qu'en plus, nous savons que Ie gene ZPK y est
exprime. En parallele, la lignee de cellules Pl 9 pourrait aussi etre utilise, bien que son emploi
soit beaucoup moins courante. II est tout de meme clair que ce genre d'etudes ne permettrait
encore pas de determiner Ie role precis de ZPK, mais elle pourrait confirmer d'une autre fa^on
1'importance de notre proteine kinase dans la differenciation cellulaire.
Pour rester dans la meme categorie d'expenences, si les resultats obtenus par 1'etude de
transfection mentionnee precedemment sont positifs, il serait egalement interessant de repeter
cette approche mais avec diflferents mutants de ZPK afin de confirmer que c'est bien 1'activite
de la proteine qui cause la difFerenciation cellulaire.
4.5 Utilisation de Fanticorps pour la realisation de divers experiences.
Les anticorps sont des outils tres important en recherche lorsqu'on etudie une proteine.
Us permettent la realisation d'une grande diversite d'experiences et celles-ci peuvent varier
selon Ie type de proteines etudiees. Dans Ie cas de ZPK, il existe bien sur plusieurs possibilites
dont voici quelques exemples. Lorsqu'on cherche la fonction d'une proteine kinase, il devient
tres important de pouvoir identifier ses partenaires, c'est-a-dire les proteines avec qui elle
interagit. La decouverte de ceux-ci pourrait apporter de nouvelles informations quant au role
de ZPK, surtout si 1'un d'eux est deja bien connu. Par exemple, si on decouvrait que ZPK
interagit avec des membres de la voie des JNKs, ceci viendrait appuyer davantage 1'hypothese
de Fimplication de notre proteine dans 1'arret de la proliferation cellulaire.
Une des fa<?on de trouver un ou des partenaires de ZPK serait de faire surexprimer notre
proteine dans des cellules en culture, comme les NIH 3T3, et d'utiliser ensuite 1'anti-ZPK pour
proceder a une immunoprecipitation dans des conditions permettant de conserver les
interactions proteme-proteine. Ainsi, si ZPK interagit avec une proteine dans les cellules NIH
3T3, celle-ci sera immunoprecipite avec notre proteine. En effectuant par la suite une analyse
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sur gel SDS-PAGE, on pourra determiner Ie poids moleculaire de ce partenaire et tenter
d'identifier celui-ci. Une autre approche possible serait de fixer 1'anti-ZPK a une colonne
d'affinite, et de faire passer des extraits cellulaires dans lesquelles on aurait fait surexprime
ZPK. En employant des conditions non-denaturantes, ZPK pourrait possiblement rester
accroche a la colonne ainsi que la ou les autres proteines avec qui il interagit. Apres elution, on
efFectuerait une analyse sur gel SDS-PAGE qui permettrait de determiner Ie poids moleculaire
du ou des partenaires.
Finalement, 1'anticorps pourrait aussi permettre de localiser ZPK dans la cellule en
realisant des experiences d'immunohistochimie. La localisation precise de notre proteine dans




En resume, les objectifs fixes pour ce projet de recherche etaient, dans un premier
temps, de confirmer, par Putilisation d'un modele cellulaire, la relation possible entre
1' expression du gene ZPK et Ie processus de differenciation. Cette premiere partie avait aussi
pour but la determination du niveau de regulation de 1'expression du gene codant ZPK, soit
transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle. Pour realiser ces experiences, la lignee de cellules
Pl 9 a ete utilisee. Les resultats obtenus out permis de repondre aux objectifs etablis
precedemment. Ainsi, 1'expression du gene ZPK est bel et bien relie a la differenciation
cellulaire et la regulation de 1'expression se situe au niveau transcriptionnelle.
Dans un deuxieme temps. Ie projet de recherche avait pour objectifla production d'un
anticorps anti-ZPK possedant une bonne specificite. La methode utilisee fut la production
d'une proteine de fosion comprenant une portion de Pextremite de ZPK etiquette a une
sequence de 6 histidines. La proteine de fusion purifiee a ete melangee a un adjuvant, Ie
TiterMax, avant d'etre injectee a des lapins. Les premiers resultats obtenus sur la
caracterisation de I'anticorps produit ont demontre que celui-ci reconnait tres bien la proteine
ZPK complete. De plus, d'autres experiences effectuees un peu plus tard dans Ie laboratoire
ont montre que 1'anti-ZPK possede une bonne specificite. On peut done dire que 1'objectif de
cette seconde partie a ete atteint.
En conclusion. Ie projet de recherche efifectue dans Ie cadre de mes etudes de deuxieme
cycle a permis d'apporter de nouvelles connaissances sur 1'expression du gene ZPK et sa
regulation, en plus de foumir un nouvel outil de travail pour Ie laboratoire, soit un anticorps.
La disponibilite de cet anti-ZPK ouvre la voie a la realisation d'une serie d'experiences ayant
pour objectifde detemuner la fonction de cette nouvelle proteine kinase.
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